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 RESUMEN 
 
El splicing alternativo desempeña un papel muy importante durante la diferen-
ciación de las células progenitoras embrionarias (ESC). Nuestros resultados 
muestran como Mbnl1 regula el splicing del mRNA de calcineurina A beta 
(CnAβ) en ESC de ratón, resultando en la expresión de la variante atípica 
CnAβ1 que posee un dominio C-terminal único. La inhibición de CnAβ1 provoca 
la inactivación de la señalización de Akt/GSK3β/β-catenina, lo que su vez se 
traduce en un defecto en la especificación a mesodermo. Hemos identificado 
un dominio específico en la segunda α-hélice de la región C-terminal que regula 
la activación de la vía de Akt/GSK3β/β-catenina. Tras realizar un ensayo de 
doble híbrido en levadura, encontramos que CnAβ1 interacciona con Cog8 en 
el aparato de Golgi. La inhibición de Cog8 deslocaliza CnAβ1 e interfiere con la 
diferenciación a mesodermo de las ESC. En resumen, hemos determinado las 
bases estructurales para el mecanismo de acción de CnAβ1 y su función en la 
diferenciación de las ESC al linaje de mesodermo. Con el fin de caracterizar 
mejor la función de CnAβ1 in vivo, eliminamos la región C-terminal única de 
CnAβ1 por la eliminación del intrón 12-13, que llamamos CnAβΔi12. Los ratones 
provenientes de esta construcción nacen de manera normal y no presentan 
ningún defecto a 2 meses de edad, pero con el tiempo desarrollan una hipertro-
fia cardiaca a los 15 meses. Curiosamente, la sobreexpresión de CnAβ1 en los 
cardiomiocitos, bajo el promotor de α-MHC, es capaz de disminuir los efectos 
de la hipertrofia cardiaca en un modelo de sobrecarga por presión. Estos resul-
tados son opuestos a los descritos anteriormente para otras isoformas de calci-
neurina y sugieren su potencial uso para terapias. 
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SUMMARY 
 
Alternative splicing plays a key role in embryonic stem cell (ESC) differentiation 
but the mechanisms involved remain poorly understood. Here, we show that 
Mbnl1 regulates the splicing of the calcineurin A gene in mouse ESCs 
(mESC), resulting in expression of the atypical variant CnAβ1, which has a 
unique C-terminal domain. CnAβ1 knockdown results in inactivation of the 
AKT/GSK3β/-catenin signalling pathway, leading to defective mesoderm speci-
fication. We found that a specific motif in the second alpha helix of the C-
terminal domain drives CnAβ1 localisation to the Golgi apparatus, which is nec-
essary for the activation of the AKT/GSK3β/-Catenin pathway. Following a 
yeast 2-hybrid screening, we found that CnAβ1 interacts with Cog8 in the Golgi 
apparatus. Cog8 knockdown delocalises CnAβ1 and interferes with mESC 
mesodermal differentiation. In summary, we unveil here the structural basis for 
the mechanism of action of CnAβ1 and its role in the differentiation of mESC to 
the mesodermal lineage. To further unveil the function of CnAβ1 in vivo we 
have deleted the unique C-terminal region of this isoform by deleting intron 12-
13, which we called CnAβΔi12. These mice are born normally and do not present 
any defect at 2 months of age, however they developed cardiac hypertrophy by 
15 months of age. Interestingly, the overexpression of CnAβ1 in the cardiomyo-
cytes under the αMHC promoter is able to reduce cardiac hypertrophy in a 
mouse model of pressure overload. This result is opposite to the function de-
scribed for other calcineurin isoforms and suggests its potential use for thera-
pies. 
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ABREVIATURAS Y SIGLAS 
 
 AS: Corte y empalme alternativo (alternative splicing) 
 AW: Pared anterior del ventrículo izquierdo 
 BASO: Basófilos 
 BrdU: Bromodeoxyuridina 
 BW: Peso corporal 
 Cn: Calcineurina:  
 CnA: Calcineurina A: CnA 
 CnB: Calcineruina B: CnB 
 CnAα: Calcineurina A alfa 
 CnAβ: Calcineurina A beta  
 CnAγ: Calcineurina A gamma  
 DNA: Ácido desoxirribonucleico  
 EF: Fracción de eyección 
 ESC: Células troncales embrionarias o Células troncales 
 EOS: Eosinófilos 
 GEO: Gene Expression Omnibus 
 GFP: Proteína verde fluorescente 
 HCT: Hematocrito 
 HGB: Hemoglobina 
 HSC: Células troncales hematopoyéticas 
 HW: Peso del corazón 
 iPSC: Células troncales pluripotentes inducidas  
 IVS: Septo interventricular 
 mESC: Células troncales embrionarias de ratón 
 modRNA: Ácido ribonucleico modificado 
 LT-HSC: Células troncales hematopoyéticas de tiempo largo 
 Luc: Luciferasa 
 LV: Ventrículo izquierdo 
 LVPW: Pared posterior del ventrículo izquierdo 
 LYN: Linfocitos 
 MCH: Hemoglobina corpuscular media 
 MCHC: Concentración de hemoglobina corpuscular media 
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 MCV: Volumen corpuscular medio 
 MONO: Monocitos 
 MPP: Células troncales mieloides 
 MPV: Volumen piastrínico medio 
 NEUT: Neutrófilos 
 NTC: Control sin diana 
 PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
 PDB: Base de datos de proteínas 
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 TAC: Constricción de la aorta 
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INTRODUCCIÓN 
 
Células troncales embrionarias y el desarrollo embrionario 
 
Las células troncales del ratón, y el humano, provienen del blastocisto, y 
son las células que dan origen a todas las estructuras del embrión y el orga-
nismo adulto (Hackett & Surani, 2014). Tras la fecundación del óvulo, el zigoto 
se divide 3 veces para formar un embrión de 8 células (Fig. 1 A). En éste esta-
dio las células del embrión aún son totipotentes, dado que cada una de ellas 
podría generar un embrión entero por sí mismas. A continuación, el embrión 
pasa a un estado compactado donde las células se unen formando una estruc-
tura esférica y cerrada (Fig. 1 A). Durante los siguientes 1-2 días se produce la 
primera diferenciación celular, donde unas células formarán el trofectodermo, 
que dará lugar a parte de las estructuras extraembrionarias y, por otro lado la 
masa de células interna que contiene las células tróncales embrionarias (embr-
yonic stem cells – ESC) que formarán el embrión (Fig. 1 A, B) (Hackett & 
Surani, 2014; Rayon et al, 2014). Ambos tipos celulares: trofectodermo y ESC 
pueden ser aisladas y cultivadas in vitro, pudiendo ser mantenidas en un esta-
do indiferenciado o favorecer su diferenciación hacia linajes específicos. 
 
La capacidad de las ESC para diferenciarse a otros tipos celulares ha 
sido muy útil para comprender los mecanismos moleculares implicados en la 
selección de linajes específicos durante el desarrollo embrionario (Martin-Puig 
et al, 2008). Por otro lado, la descripción de los mecanismos moleculares que 
regulan el mantenimiento de las ESC en cultivo ha favorecido la generación de 
células troncales pluripotentes inducidas (induced Pluripotent Stem Cells – 
iPSC) a partir de células diferenciadas (Takahashi et al, 2007; Takahashi & 
Yamanaka, 2006; Yu et al, 2007). Recientemente, la mejora de los protocolos 
de diferenciación de ESC e iPSC hacia linajes específicos, como los cardiomio-
citos o el epitelio pigmentado de la retina, está permitiendo su uso en ensayos 
preclínicos y clínicos respectivamente (Chong et al, 2014; Kamao et al, 2014), 
donde se está testando su potencial uso en terapias regenerativas. Por otro 
lado, el uso de iPSC generadas de pacientes con una enfermedad cardiaca, 
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neuronal, o incluso cáncer, que estén asociadas a una herencia genética de la 
enfermedad, están sirviendo para el estudio in vitro de éstas enfermedades, así 
como para el desarrollo y pruebas de nuevos fármacos (Canals et al, 2015; 
Carvajal-Vergara et al, 2010; Lee et al, 2015). 
 
 
 
Figura 1. Las células troncales poseen la capacidad de formar todas las estructuras del embrión.  
A, Durante el desarrollo temprano, el embrión está contenido dentro de la zona pelúcida y tras cada divi-
sión sus células se hacen más pequeñas. Al llegar al estadio de 8 células, el embrión se compacta y sus 
células continúan dividiéndose a la par que se diferencian hacia células de trofectodermo (células exter-
nas) y células troncales (células internas) formando el blastocisto. B, Tras la implantación del blastocisto, 
las células troncales formarán todas las estructuras del embrión. C, Las células troncales se pueden man-
tener en cultivo y diferenciarlas hacia cualquier linaje embrionario y adulto. Para ello, se tratan con las 
señales que reciben durante el desarrollo y de esta forma se logra su correcta diferenciación hacia un 
linaje concreto. 
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Sin embargo, y pese a las actuales mejoras que han promovido los pri-
meros ensayos preclínicos y clínicos, el control de la diferenciación hacia lina-
jes específicos sigue siendo un reto en la actualidad, debido a la existencia de 
múltiples tipos celulares en los órganos adultos y a la regulación de su diferen-
ciación por diferentes vías de diferenciación. Un claro ejemplo de ello es el ce-
rebro donde existen diferentes poblaciones neuronales  (Bond et al, 2015). Sin 
embargo, estas diferencias también podemos encontrarlas en otros órganos 
como el corazón donde los cardiomiocitos de la aurícula son diferentes a los 
del ventrículo, y en donde el origen embrionario de los cardiomiocitos del ven-
trículo izquierdo o el derecho provienen de dos fuentes diferentes (Martin-Puig 
et al, 2008).  
 
Otro problema añadido, es la maduración in vitro de estas células, ya 
que no logran alcanzar un estado de diferenciación como el que hay en los ór-
ganos adultos. Algunos estudios sugieren que el cultivo prolongado y/o el tras-
plante favorecen la maduración de las células diferenciadas (Tabar & Studer, 
2014; Yang et al, 2014). Uno de los factores que se ha sugerido como proble-
mático en el mecanismo de maduración es el escaso conocimiento de los pro-
cesos que acontecen durante el periodo neonatal. Durante este periodo, los 
órganos pasan de un estado embrionario con una alta proliferación a un estado 
más maduro donde tienen que adaptarse a cambios metabólicos y fisiológicos. 
Si bien algunos modelos han tratado de compensar la falta de estrés mecánico 
del músculo u otras situaciones similares que acontecen en el órgano, la madu-
ración de éstas células in vitro sigue sin ser completa (Tabar & Studer, 2014). 
Por otro lado, y con el fin de no activar una respuesta inmunológica, el uso de 
iPSC diferenciadas es una mejor opción que el uso de ESC no autólogas. Sin 
embargo, las iPSC pueden activar la respuesta inmunológica por la sobreex-
presión de antígenos (Zhao et al, 2011; Zhao et al, 2015).  Curiosamente, esta 
sobreexpresión no sucede por igual en todos los linajes (Zhao et al, 2015), su-
giriendo que algunas enfermedades podrán ser tratadas de una forma más efi-
caz con su uso que otras. Así mismo, estos resultados sugieren que los proto-
colos de diferenciación desde iPSC deberán tener en cuenta los niveles de an-
tígenos presentes, así como su maduración.  
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Todo esto hace que el estudio de la regulación de las vías de señaliza-
ción que controlan el mantenimiento de la pluripotencia y la diferenciación sigan 
siendo estudiadas. Así mismo, existen diferentes estados pluripotentes en los 
que las células poseen propiedades especiales (Hackett & Surani, 2014; Tonge 
et al, 2014; Wu et al, 2015). Las células embrionarias del ratón cultivadas in 
vitro se parecen más a las células de la masa de células interna que hay en el 
blastocisto, mientras que las células humanas se parecen más a las células del 
epiblasto que, aun siendo pluripotentes, se encuentran en un estado embriona-
rio más avanzado. Por otro lado, algunas vías de señalización se han relacio-
nado tanto con el estado pluripotente como con la diferenciación de éstas célu-
las, lo que sigue fomentando el estudio de los mecanismos implicados en la 
regulación de estos procesos (Lindsley et al, 2006; Miyabayashi et al, 2007; 
Naito et al, 2005; Niwa et al, 2009; Watanabe et al, 2006). 
 
 La regulación de la diferenciación y maduración de las células embrio-
narias hacia diferentes linajes es un proceso muy complejo donde la activación 
de diferentes señales debe producirse en el momento correcto y con un estímu-
lo adecuado (Dubois et al, 2011; Kattman et al, 2011). Es por ello que, todos 
los estudios de diferenciación celular, se basan en los estudios previos de bio-
logía del desarrollo para intentar imitar las señales que reciben las células du-
rante su proceso natural para diferenciarlas hacia el linaje apropiado (Fig. 1 C). 
No obstante, y aunque en la actualidad poseemos grandes conocimientos de 
los mecanismos moleculares que suceden, aún nos faltan por conocer la fun-
ción de muchos de los genes y moléculas involucradas.  
 
El splicing alternativo regula el estado pluripotente y la diferencia-
ción de células troncales 
 
Un problema añadido a la caracterización de la función de cada gen es 
la producción  de proteínas diferentes por parte de éstos. Así mismo, estas pro-
teínas en ocasiones regulan vías de señalización diferentes, lo que ha suscita-
do un gran interés en la actualidad por su caracterización. La generación de 
proteínas diferentes a partir de un mismo gen se debe a que la región codifi-
cante de los genes que están en nuestro ácido desoxirribonucleico (Deoxyribo-
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nucleic acid – DNA) no se encuentran como una unidad continua sino que, la 
región codificante denominada exón, está separada por otras regiones no codi-
ficantes denominadas intrones (Fig. 2 A). Al transcribirse un gen, la cadena 
mensajera de ácidos ribonucleicos (Messenger Ribonucleic Acid – mRNA) que 
contiene los exones e intrones es cortada para juntar los exones contiguos en-
tre sí, eliminando los intrones (Lara-Pezzi et al, 2013). Este proceso está con-
trolado por una maquinaria formada por ácidos ribonucleicos nucleares de pe-
queño tamaño (small nuclear RNAs – snRNA), que interaccionan con un con-
junto de proteínas para formar las partículas nucleares ribonuceoproteicas de 
pequeño tamaño (small nuclear ribonuceoprotein particles – snRNP), encarga-
das de cortar y pegar un exón con otro (Lara-Pezzi et al, 2013). 
 
La unión de los exones sucede de manera co-transcripcional de manera 
que según se van transcribiendo los nuevos exones, se van uniendo al anterior 
(Djebali et al, 2012; Tilgner et al, 2012). Sin embargo, este no es un proceso 
cerrado, donde todos los exones de un gen tienen que ir en la cadena final de 
mRNA. Aproximadamente el 95% de los genes con múltiples exones poseen 
varias isoformas producidas por un cambio en la inclusión o exclusión de uno 
de sus exones (Pan et al, 2008). Cada gen puede expresar hasta 10 a 12 iso-
formas en una condición dada (Djebali et al, 2012), aunque tan solo 1 de todas 
esas isoformas será mayoritaria y dominará sobre la expresión del resto en di-
cha condición (Djebali et al, 2012). Este proceso de generación de múltiples 
isoformas por la unión de diferentes exones se conoce como proceso de corte 
y empalme alternativo (Alternative Splicing – AS). La regulación de la incorpo-
ración o exclusión de un exón del transcrito final está regulada por un tipo de 
proteínas de unión al RNA que se denominan factores de splicing (Fig. 2 A).  
 
Las proteínas reguladores del AS se unen a secuencias específicas en 
los exones o los intrones y favorecen o impiden la unión de los complejos de 
snRNP que, posteriormente, se encargarán de la unión de los exones entre sí 
(Fig. 2 A). Aunque las proteínas reguladoras del AS se han agrupado durante 
años en dos categorías como factores que promueven la inclusión y, factores 
que favorecen la exclusión de exones, en  la  actualidad  se ha demostrado que 
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Figura 2. La unión de los factores de splicing favorece o impide la incorporación de exones en el 
transcrito final. A, La incorporación de exones al transcrito final está modulada por la unión de los facto-
res de splicing. Los factores de splicing se pueden unir tanto a regiones exónicas o codificantes (regiones 
en colores) como intrónicas o no codificantes (línea negra) para regular la inclusión de un exón. Según el 
efecto promovido por el factor de splicing las regiones a las que se unen se clasifican como favorecedoras 
o inhibidoras el splicing. B, Algunos exones incluidos  por este proceso poseen un sitio de polyadenilación 
alternativo que, al incluirse el exón, es activado y genera un tránscrito sin el resto de los exones. C, En 
otras ocasiones, los sitios alternativos de poliadenilación se encuentran entre dos exones, y cuando se 
activan generan un tránscrito más corto.  
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muchos de estos factores pueden actuar de una u otra forma dependiendo de 
la zona en la que se unan, y los factores que los rodean (Huelga et al, 2012). 
 
Por otro lado, en ocasiones, algunos de estos exones activan un sitio de 
poliadenilación alternativo, donde la cadena de mRNA es cortada apareciendo 
un final alternativo (Djebali et al, 2012; Elkon et al, 2013). Las señales de poli-
adenilación alternativa que dan origen a una proteína diferente se agrupan ma-
yoritariamente en dos grupos: aquellas generadas por un exón alternativo (Fig. 
2 B), y las formadas por la extensión de un exón común a ambos transcritos 
(Fig. 2 C) (Elkon et al, 2013). La producción de estos transcritos alternativos es 
regulada por la maquinaria del AS, pero también por proteínas de reconoci-
miento de la secuencia de poliadenilación. 
 
Durante la diferenciación de las células embrionarias se induce la expre-
sión de algunas proteínas reguladoras del AS, como Muscleblind like 1 (Mbnl1) 
y Muscleblind like 2 (Mbnl2) (Han et al, 2013). La inhibición de ambas proteínas 
en células diferenciadas favorece la formación de iPSC, mientras que su induc-
ción en células embrionarias promueve su diferenciación (Han et al, 2013). Así 
mismo, también se ha descrito que estas proteínas regulan el splicing en los 
progenitores musculares (Wang et al, 2012), y están involucradas en el desa-
rrollo de la distrofia muscular (Lara-Pezzi et al, 2013), sugiriendo que el papel 
del AS es muy importante en el control de múltiples procesos fisiológicos.  
 
No obstante, aunque Mbnl1 como Mbnl2 son dos proteínas que regulan 
el AS, así como otros procesos relacionados con la estabilidad y localización 
del mRNA (Wang et al, 2012), las consecuencias de los cambios en el AS de 
sus dianas no han sido completamente descritas. La función de otros factores 
de splicing en la regulación de este proceso también ha sido analizada, como la 
del factor SFRS2 que es inducido por el factor de pluripotencia Oct4 (Lu et al, 
2014) o la proteína SON que regula el correcto procesamiento de los genes 
que mantienen la pluripotencia (Lu et al, 2013). Curiosamente, el factor de spli-
cing SFRS2 regula el splicing de dos isoformas del gen MBD2, involucrado en 
la modificación epigenética del DNA (Lu et al, 2014). Pese a que ambas iso-
formas se unen a la región promotora de los genes de pluripotencia, tan sólo la 
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isoforma MBD2a es capaz de interaccionar con el complejo NuRD y promueve 
la inactivación del promotor por una modificación epigenética. Por otro lado, la 
isoforma MBD2c también se une al promotor, pero no afecta a su expresión al 
no interaccionar con dicho complejo, permitiendo la expresión de los genes de 
pluripotencia. 
 
Otro ejemplo de cómo el AS en un gen puede tener grandes implicacio-
nes a nivel funcional lo encontramos en el factor de transcripción FOXP1 
(Gabut et al, 2011). Los factores de transcripción son proteínas que se unen a 
la región promotora de los genes y favorecen su expresión. Su unión a la re-
gión promotora se realiza por un dominio de unión a una secuencia específica 
de nucleótidos en el DNA. Curiosamente, el dominio de unión al DNA en 
FOXP1 se encuentra en un exón regulado por AS, donde hay dos exones mu-
tuamente exclusivos que codifican para un dominio de unión al DNA diferente 
(Gabut et al, 2011). Uno de los dominios de unión codifica para una secuencia 
que se encuentra en los promotores de genes involucrados en el mantenimien-
to de la pluripotencia, mientras que el otro está en genes relacionados con la 
diferenciación celular. De esta forma, controlando la inclusión o exclusión de 
cada uno de éstos exones se favorece un estado celular u otro. 
 
La calcineurina en células troncales 
 
Las fosfatasas de la familia de calcineurina desempeñan un papel rele-
vante en gran variedad de procesos, incluyendo el desarrollo embrionario y las 
enfermedades del corazón. La calcineurina es una enzima formada por dos 
subunidades: la subunidad A posee la actividad catalítica, que en su caso es 
una fosfatasa, y la subunidad B se une fuertemente a la subunidad A y tiene 
una acción reguladora y estabilizadora (Fig 3 A) (Li H et al, 2011). La falta de la 
subunidad B desestabiliza la subunidad A y ésta es degradada. La subunidad A 
posee 3 isoformas codificadas por 3 genes diferentes: calcineurina A alfa 
(CnAα), calcineurina A beta (CnAβ) y, calcineurina A gamma (CnAγ), de las 
cuales CnAα y CnAβ se expresan en todos los tejidos, mientras que CnAγ se 
expresa en los testículos y el cerebro (Fig. 3 A) (Medyouf & Ghysdael, 2008). 
Por otro lado, la subunidad B tiene dos isoformas codificadas por dos genes: 
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CnB1 y CnB2. La subunidad catalítica (CnA) posee junto al dominio catalítico 3 
dominios que sirven para regular su actividad: un dominio de unión de CnB, un 
dominio de unión de calmodulina, y un dominio autoinhibidor (Fig. 3 B). 
 
La actividad de calcineurina se encuentra regulada por la liberación de 
calcio al citoplasma celular (Fig. 3 C). El calcio activa la proteína calmodulina, 
que se une a la subunidad A de calcineurina. La unión de calmodulina favorece 
la liberación del dominio autoinhibidor de calcineurina que bloquea el sitio cata-
lítico, quedando en un estado activado (Hogan et al, 2003; Ke & Huai, 2003; 
Medyouf & Ghysdael, 2008). Una de las principales dianas de calcineurina es el 
factor nuclear de activación de células T ( Nuclear Factor of Activated T cells – 
NFAT), cuya forma inactiva se encuentra fosforilada. La proteína NFAT es un 
factor de transcripción que posee 4 isoformas: NFATc1, NFATc2, NFATc3 y 
NFATc4. En respuesta a la liberación de calcio, calmodulina se une a calcineu-
rina y  expone su dominio catalítico, éste desfosforila NFAT, el cual se translo-
ca al núcleo y activa la expresión de diversos genes.  
 
Recientemente se ha descrito que las células embrionarias expresan altos nive-
les del factor de transcripción NFATc3 y, al diferenciarse los niveles de expre-
sión de ésta y de NFATc4, aumentan (Li X et al, 2011). Así mismo, se ha des-
crito que la inhibición de la actividad de calcineurina por ciclosporina A, que se 
une a ciclofilina e inhibe la diferenciación de las células embrionarias a cual-
quier linaje, manteniéndolas en un estado no diferenciado (Li X et al, 2011). Por 
otro lado, la inhibición con RNA de interferencia de la subunidad reguladora 
CnB1 disminuye la expresión de genes de diferenciación, mientras que la acti-
vación de la vía de NFAT con una isoforma de CnA o NFAT constitutivamente 
activadas, promueve la diferenciación de las células (Li X et al, 2011). Por últi-
mo, la inhibición de calcineurina con ciclosporina A en embriones tempranos en  
cultivo (cigoto a blastocisto)  impide su correcto desarrollo hasta blastocisto 
demostrando su importancia en la formación del embrión (Li X et al, 2011). 
 
La caracterización de la función de la subunidad reguladora CnB1 duran-
te el  desarrollo  embrionario se ha descrito recientemente mediante el  uso  de  
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Figura 3. Regulación del mecanismo de acción de calcineurina. A, La calcineurina (Cn) es un enzima 
formado por dos subunidades: CnA (catalítica) y CnB (reguladora). La subunidad A está codificada por 3 
genes: CnAα, CnAβ y CnAγ. La subunidad B está codificada por dos genes: CnB1 y CnB2. B, Todas las 
subunidades de calcineurina A poseen una estructura similar con: un dominio catalítico en la región N-
terminal, seguido de un dominio de unión a CnB, un dominio de unión a calmodulina, y un dominio autoin-
hibidor en la región C-terminal. C, En respuesta a la liberación de calcio al citoplasma celular, calmodulina 
se activa y se une a calcineurina. La unión de calmodulina favorece la liberación del dominio autoinhibidor 
de calcineurina de su bolsillo catalítico, que queda disponible para desfosforilar sus sustratos. Uno de los 
principales sustratos de calcineurina es el factor de transcripción NFAT, que se encuentra en un estado 
inactivo cuando está fosforilado. NFAT queda activado tras la unión de calcineurina y se transloca al nú-
cleo donde activa diferentes genes diana. 
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una mutación puntual que inhibe su actividad (Cho et al, 2014). Los embriones 
con esta mutación presentan defectos en la formación del cerebro. Curiosamente, 
en éste caso, la señalización de calcineurina regula la desfosforilación de las 
proteínas SMAD1/5 e inhibe la expresión de sus dianas en el DNA (Cho et al, 
2014).  No obstante, estos ratones siguen expresando la proteína reguladora 
CnB2, que puede compensar parte de la falta de CnB1. 
 
La calcineurina en la formación del corazón y el desarrollo  de la 
hipertrofia 
 
Durante el desarrollo embrionario, el corazón es el primer órgano en 
formase, siendo el proceso de transformación desde el tubo cardiaco primitivo 
hasta su estructura madura un paso de extrema importancia durante el desa-
rrollo (SM et al, 2010). Actualmente se conocen algunas de las moléculas que 
regulan su formación. No obstante, un mayor conocimiento de estos mecanis-
mos es aun necesario, especialmente debido a que las malformaciones cardia-
cas congénitas siguen ocupando el primer puesto en los defectos congénitos 
humanos a nivel mundial, alcanzando el 1% de los recién nacidos (Mozaffarian 
et al, 2015). Además, entre un 1-2% de la sociedad desarrolla malformaciones 
cardiacas con la edad (Mozaffarian et al, 2015). Estas malformaciones congéni-
tas contribuyen a que los problemas cardiovasculares sean la primera causa de 
muerte en el mundo occidental (Mozaffarian et al, 2015).  
 
 En concreto, la calcineurina regula la formación de las válvulas cardia-
cas en el corazón embrionario (de la Pompa et al, 1998; Ranger et al, 1998). 
En el adulto, la expresión de una isoforma constitutivamente activa de calcineu-
rina en los cardiomiocitos promueve el desarrollo de una hipertrofia mal adapta-
tiva (Molkentin et al, 1998). Curiosamente, la eliminación de CnAβ no se ha 
descrito que produzca un fenotipo embrionario adverso, pero impide el desarro-
llo de la hipertrofia en dos modelos donde se induce una sobrecarga de presión 
en el corazón (Bueno et al, 2002). Es por ello, que existe un gran interés en 
comprender su regulación con el fin de tratar diversas enfermedades cardiacas. 
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 En el corazón adulto, la calcineurina activa el factor de transcripción 
NFAT y promueve el desarrollo de la hipertrofia cardiaca (Bueno et al, 2002; 
Molkentin et al, 1998). Este proceso consiste en el aumento del tamaño del co-
razón por un incremento en el tamaño de los cardiomiocitos en respuesta a un 
incremento en la demanda para bombear la sangre. Inicialmente, esta respues-
ta se produce como una adaptación a la situación de estrés, pero si esta se 
mantiene a lo largo del tiempo el proceso de remodelado comienza a alterar la 
función cardiaca apareciendo una hipertrofia mal adaptativa (Fig. 4) (Jessup & 
Brozena, 2003; Lyon et al, 2015).  Este tipo de hipertrofia se caracteriza por el 
remodelado del corazón, donde puede observarse un incremento de fibrosis 
perivascular alrededor de los grandes vasos, y posteriormente la aparición de 
fibrosis intersticial (Jessup & Brozena, 2003). Así mismo, con el paso del tiem-
po, el corazón, inicialmente engrosado comienza a perder su capacidad de 
contracción y comienza a dilatarse (Jessup & Brozena, 2003; Jiang et al, 2014). 
Este proceso favorece el cambio hacia una forma más redondeada de la es-
tructura del corazón (Fig. 4). Con el tiempo, esta dilatación termina disminu-
yendo el grosor de la pared del corazón, y aumenta la pérdida de capacidad 
contráctil (Jessup & Brozena, 2003; Jiang et al, 2014). Un problema asociado a 
esta enfermedad es que la pérdida de contracción disminuye el volumen de 
sangre que sale del corazón por el ventrículo izquierdo, aumentando la presión 
en la aurícula izquierda, que provoca la acumulación de sangre en los pulmo-
nes. Con el paso del tiempo, esto termina por afectar al ventrículo derecho, y a 
los pulmones donde se producen edemas por la acumulación de líquido, provo-
cando una insuficiencia cardiaca que se manifiesta por un aumento del can-
sancio, la falta de aliento y la retención de líquidos entre otras (Hunt et al, 2009; 
Jessup & Brozena, 2003). 
 
Por otro lado, el infarto de miocardio, aunque no puede considerarse 
como un modelo de hipertrofia cardiaca, provoca que se desarrolle una hiper-
trofia en la región no infartada debido a que el corazón trata de compensar la 
falta de masa cardiaca perdida (Sutton & Sharpe, 2000). Uno de los principales 
problemas en el infarto de miocardio es que la región infartada es reemplazada 
por una matriz fibrótica. Con el paso del tiempo, los fibroblastos que la mantie-
nen van muriendo, y esta matriz comienza a ser menos compacta y se estira 
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(López-Olañeta et al, 2014). Este proceso favorece aún más la hipertrofia del 
resto del corazón que tiene que compensar el incremento de volumen asociado 
al remodelado del infarto, lo que produce la aparición de fibrosis en la región no 
infartada, promoviendo una peor contracción del corazón y el desarrollo de la 
insuficiencia cardiaca. 
 
Figura 4. Fases del remodelado cardiaco por el aumento de presión ventricular. El remodelado del 
corazón que acontece por un aumento de la presión produce una hipertrofia inicial del músculo cardiaco 
para intentar compensar el incremento de demanda contráctil. Si este problema se mantiene, el corazón 
comienza a sufrir un remodelado que promueve la aparición de fibrosis perivascular e intersticial que 
impide la correcta contracción del corazón y su función, promoviendo su dilatación.   
 
Curiosamente, la actividad de calcineurina se ha asociado con el desa-
rrollo de la hipertrofia mal adaptativa, pero no de la hipertrofia fisiológica 
(Wilkins et al, 2004). En ratones, el estudio de ésta enfermedad se realiza por 
el incremento de presión a nivel de la aorta, bien reduciendo su diámetro me-
diante una ligadura o bien mediante el incremento de la presión sistémica con 
bombas de angiotensina (Crowley et al, 2006; Patten & Hall-Porter, 2009; 
Wilkins et al, 2004). Por otro lado, el estudio del infarto de corazón se realiza 
por la ligadura de una de las arterias coronarias en el ventrículo izquierdo. En 
este caso, la ligadura puede ser permanente, o puede quitarse al cabo de un 
tiempo, imitando en este caso un infarto con reperfusión. La actividad de calci-
neurina medida por la inducción de la actividad de NFAT ha sido analizada en 
ratones, al menos, en dos modelos de fallo cardiaco: uno por la ligadura de la 
aorta, y otro en un infarto con ligadura permanente (Wilkins et al, 2004). En 
ambos modelos se ha observado una inducción significativa de la actividad de 
NFAT a lo largo del tiempo, y mantenida, que indica la relación de esta vía de 
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señalización con el proceso de ésta enfermedad. Sin embargo, estos resulta-
dos no se obtuvieron en modelos de hipertrofia fisiológica, sugiriendo que los 
mecanismos moleculares que generan ambas son diferentes.  
 
 
La isoforma de calcineurina CnAβ1 
 
Nuestro laboratorio ha descrito recientemente la existencia de una iso-
forma de CnAβ denominada CnAβ1, que a diferencia del resto de isoformas de 
calcineurina A no posee la secuencia del dominio autoinhibidor (Fig. 5 A) (D 
Guerini & Klee, 1989; Felkin et al, 2011; Lara-Pezzi et al, 2007; López-Olañeta 
et al, 2014). Esto se debe a que la región que genera este dominio se encuen-
tra codificada en el gen de CnAβ por los exones 13 y 14, que no se encuentran 
en CnAβ1. La producción de esta isoforma se debe a la selección de un sitio de 
poliadenilación entre los exones 12 y 13, que genera la aparición de una región 
C-terminal diferente del dominio C-terminal del resto de calcineurinas, y distinto 
también del resto de proteínas conocidas. La isoforma que posee el dominio 
autoinhibidor se ha denominado CnAβ2, y es homóloga a CnAα y CnAγ. Curio-
samente, la producción de una isoforma sin el dominio autoinhibidor típico de 
estas proteínas es específica del gen CnAβ, no encontrándose en los otros ge-
nes.  
 
La isoforma CnAβ1 no activa de forma natural la vía de NFAT, como el 
resto de calcineurinas, por el contrario favorece la activación de la ruta de Akt 
en el músculo y el corazón (Felkin et al, 2011; Lara-Pezzi et al, 2007; López-
Olañeta et al, 2014). La activación de esta ruta por CnAβ1 promueve la regene-
ración del músculo esquelético favoreciendo la proliferación de los mioblastos 
por la inhibición de FoxO3a, y en el corazón protege contra los devastadores 
efectos del infarto y mejora la función cardiaca, reduciendo la inflamación y la 
formación de tejido fibrótico. 
 
Curiosamente, la activación de Akt de forma constitutiva en el corazón 
promueve el desarrollo de hipertrofia (Matsui et al, 2002). Sin embargo, la so-
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breexpresión de CnAβ1 en el corazón no produce ningún cambio fisiológico en 
condiciones normales, pese a incrementar los niveles de activación de Akt 
(Felkin et al, 2011). Esto puede ser debido a que la activación de Akt mediada 
por CnAβ1 no es tan elevada como la generada por el modelo de sobreexpre-
sión de una isoforma de Akt miristoilada. 
 
 
 
Figura 5. El gen CnAβ codifica una isoforma cuyo dominio autoinhibidor es sustituido por un do-
minio único. A, El gen de calcineurina A CnAβ codifica, al menos, dos isoformas cuya región C-terminal 
es diferente denominadas CnAβ1 y CnAβ2. B, La isoforma CnAβ1 sustituye el dominio autoinhibidor por 
un dominio único diferente del dominio C-terminal del resto de calcineurinas y del resto de proteínas co-
nocidas. C, El dominio único de CnAβ1 se produce por una extensión del exón 12 y está asociada al re-
conocimiento de un sitio de poliadenilación alternativo entre los exones 12 y 13. 
 
La vía de Akt ha sido muy estudiada durante los últimos años por su re-
lación con diversas patologías como el cáncer, pero también por su contribu-
ción en el mantenimiento y la diferenciación de células embrionarias.  Aunque 
recientemente han aparecido algunos artículos relacionando otras isoformas de 
calcineurina con el desarrollo embrionario temprano y la pluripotencia de las 
ESC, el papel de CnAβ1 en estos procesos es completamente desconocido. 
Así mismo, las diferentes funciones de Akt en el mantenimiento de la pluripo-
tencia o la diferenciación de las ESC (Naito et al, 2005; Niwa et al, 2009; 
Watanabe et al, 2006) sugieren que diferentes moléculas controlan su función 
dentro de la célula. 
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 Pese a que la función de otras isoformas de calcineurina se han descri-
to en células troncales, el desarrollo embrionario, o en la función del corazón 
adulto, la función de ésta nueva isoforma, CnAβ1, aun no ha sido estudiada en 
estos contextos, salvo en el corazón, usando un modelo de ganancia de fun-
ción. Teniendo en cuenta las peculiaridades de ésta isoforma, en la presente 
tesis se estudiará porqué su región C-terminal le confiere unas propiedades 
diferentes del resto de calcineurinas, así como su función en el mantenimiento 
y la diferenciación de células troncales, y su función en el corazón adulto me-
diante un modelo de pérdida de función. 
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OBJETIVOS 
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OBJETIVOS 
 
1. Identificar el papel de CnAβ1 en las células troncales embrionarias de 
ratón. 
 
2. Identificar el mecanismo molecular regulado por CnAβ1. 
 
3. Describir el mecanismo que regula la producción de CnAβ1 y CnAβ2. 
 
4. Determinar la función de CnAβ1 en el adulo, específicamente en el     
corazón. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 
MATERIALES Y MÉTODOS 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
Cultivos celulares 
 
La línea de células embrionarias R1 se cultivó sobre fibroblastos embrionarios 
de ratón irradiados en medio modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado 
con L-glutamina (2mM), aminoácidos no esenciales (1X), β-mercaptoetanol (50 
μM), 15% suero bovino y LIF (medio de suplementación) a 37ºC con una ten-
sión de CO2 del 5%. Las células embrionarias se pasaron cada dos días duran-
te su cultivo en condiciones de pluripotencia usando tripsina (Sigma). Para los 
ensayos de diferenciación, las células fueron tripsinizadas y cultivadas durante 
1 hora en medio pluripotente en placas recubiertas con 0.1% de gelatina para 
eliminar los MEF por adherencia. Para la diferenciación a mesodermo se usó el 
método de la gota colgante con una concentración celular de 5x104 células/ml   
(1000 células por cada gota de 20 μl) en medio DMEM suplementado con L-
glutamina (2mM), aminoácidos no esenciales (1X), β-mercaptoetanol (50μM) y 
20% suero bovino (Bondue et al, 2008). El segundo día de la diferenciación se 
recogieron los cuerpos embrionarios formados en las gotas y se cultivaban has-
ta el día 5 en placas no tratadas con el medio de diferenciación. A partir del día 
5 los cuerpos embrionarios se pasaban a placas de cultivo tratadas con 0.1% 
de gelatina. Para la diferenciación a progenitores de neuroectodermo, las célu-
las se trataron con medio DMEM suplementado con L-glutamina (2 mM), ami-
noácidos no esenciales (1X), β-mercaptoetanol (50 μM) y 10% de solución de 
remplazo del suero para knockouts (KSR) (Kamiya et al, 2011). Las células 
embrionarias se transfectaron en suspensión con una concentración de RNA 
de interferencia de 20 pico moles (Tabla 1 y 2) o 1 μg de RNA modificados 
(modRNA) junto con 3 μl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) en pocillos de p24. 
Estas condiciones fueron determinadas experimentalmente como las mejores 
para la inhibición y sobreexpresión en las células R1, y son similares a otras 
previamente publicadas (Ko et al, 2009). Para la sobreexpresión no se usaron 
plásmidos debido a que la expresión bajo el promotor de CMV, donde tenemos 
todas las construcciones del laboratorio, es muy baja (Chung et al, 2002), y el 
uso de los RNA modificados se ha demostrado como una alternativa eficaz 
(Warren et al, 2010; Zangi et al, 2013). Tras la transfección, las células fueron 
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recogidas y diferenciadas a mesodermo o mantenidas en condiciones de pluri-
potencia, según fuese requerido. Para la inhibición de GSK3β se utilizó LiCl. 
Las células pluripotentes fueron transfectadas con los RNA de interferencia 
contra CnAβ1 o un RNA de interferencia control y diferenciadas hacia meso-
dermo. El segundo día de la diferenciación se recogieron las células y se trata-
ron con LiCl 20 mM durante 8 horas en medio de diferenciación para inhibir 
GSK3β. A continuación se cambió el medio de las células y se volvió a poner 
medio de diferenciación sin LiCl hasta el día 4, en el que se analizó la expre-
sión de los marcadores de diferenciación celular. 
 
Las células P19 se mantuvieron en medio DMEM suplementado con L-
glutamina (2 mM), β-mercaptoetanol (50 μM) y 10% suero bovino. Estas células 
fueron transfectadas en suspensión con Lipofectamina 2000 sobre cubreobje-
tos de cristal tratados con gelatina al 1%. Las células se fijaron 24 horas des-
pués de la transfección en paraformaldehido al 4%. En el estudio de la desloca-
lización de CnAβ1 tras la inhibición de Cog8, las células fueron transfectadas 
con los RNA de interferencia de Cog8 y a las 48 horas se transfectaron con la 
construcción GFP-CnAβ1. Las células se fijaron 6 horas después de terminar la 
transfección y se realizó una inmunofluorescencia para GFP, Cog8 y GM130. 
Las células positivas para GFP en las que Cog8 había sido interferido fueron 
seleccionadas para su análisis. 
 
Las células 293T se mantuvieron en medio DMEM suplementado con L-
glutamina (2 mM), y 10% suero bovino. Los experimentos de co-
inmunoprecipitación se realizaron tras la transfección de los plásmidos GFP, 
GFP-CnAβ1 o GFP-CnAβ1mut. Para el tratamiento con los morpholinos las 
células fueron tratadas con una concentración de 10 μM de morpholino junto al 
reactivo EndoPorter (5 μl/ml). La secuencia de los morpholinos usados se en-
cuentra en la Tabla 3. Para la inhibición de la expresión de hnRNPF se infecta-
ron las células con los correspondientes lentivirus durante 16 h en presencia de 
polibreno (10 μg/ml). Los lentivirus facilitan la expresión de un shRNA contra 
hnRNPF, o dos controles, uno contra Luciferasa y otro con una secuencia sin 
diana (Non Targeting Control - NTC). Los lentivirus fueron producidos y testa-
dos por la Unidad de Vectores Virales del CNIC. Para la selección de clones 
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positivos se usó una MOI = 1 y una selección con puromicina que duró 4 días, 
comenzando el día 3 tras la infección. 
 
Aislamiento del RNA y realización de la qRT-PCR 
 
Se aisló RNA de las células o tejidos usando el kit de extracción de Qiagen 
RNeasy Mini Kit, siguiendo las indicaciones del fabricante y tratando las mues-
tras con DNAsa para evitar la amplificación de DNA genómico que pudiese in-
terferir en la detección de CnAβ1 u otro gen. Para la síntesis del cDNA se usa-
ron 100 ng de RNA total por muestra y el kit de Applied Biosystems High Capa-
city cDNA Reverse Transcription, que usa cebadores seleccionados aleatoria-
mente para la reacción (random primers). El cDNA se amplificó con los cebado-
res (primers) indicados en la Tabla 4 y 5. Para la PCR cuantitativa (quantitative 
Real Time PCR - qRT-PCR) se usó el equipo de Applied Biosystems 7900 Fast 
real time PCR usando SYBR Green para la detección y cuantificación de DNA 
de cadena doble o sondas TaqMan como se indica en las Tablas 4 y 5. Los 
resultados fueron analizados con el programa LinReg. Los valores obtenidos 
fueron normalizados con GAPDH, 18S o los exones 2-3 de CnAβ según se in-
dica en cada figura. 
 
Análisis de los datos de CLIP-Seq y alineamiento de los datos de 
RNA-Seq. 
 
Para el análisis de los datos de hnRNPF se descargaron los ficheros alineados 
bed de GSE34992 desde la base de datos de Gene Expression Omnibus 
(GEO), alineados contra el genoma humano (hg18) usando el programa IGV. 
La localización de los sitios de unión de hnRNPF en ésta región final del gen 
CnAβ fue identificada y validada en la base de datos: http://rnabind.ucsd.edu/ 
preparada por los autores que publicaron los datos. 
 
Para el análisis de los datos de Mbnl1 se descargaron los ficheros alineados 
bed de GSE39911 desde la base de datos de Gene Expression Omnibus 
(GEO) y alineados contra el genoma de ratón (mm9) usando el programa IGV. 
La localización de los sitios de unión de Mbnl1 en la región C-terminal de CnAβ 
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(gen Ppp3cb) fue identificada en las muestras de la línea célular de mioblastos 
murinos C2C12 y en las muestras de corazón, músculo y cerebro de ratones 
C57Bl/6. Para el análisis de los datos de RNA-Seq nos descargamos del servi-
dor del NCBI los datos de la señal sin procesar (raw) correspondientes al estu-
dio SRP014709 de los tejidos de corazón, músculo y cerebro de 5 ratones con-
trol y 1 muestra de células C2C12. Los ficheros fueron transformados al forma-
to FASTQ usando el software fastq-dump del SRA Toolkit (versión 2.3.3-2). Las 
lecturas fueron alineadas con el programa TopHat2 (versión 2.012) contra el 
genoma de ratón GRCm38 usando las anotaciones de Ensembl. Los fragmen-
tos de lectura que mapeaban la región del genoma que codifica para los últi-
mos 4 exones de CnAβ (Ppp3cb; cromosoma 14: 20,499,364-20,509,500 codi-
ficado en la hebra reversa o complementaria), fueron seleccionados y alinea-
dos en un archivo BAM. Los datos fueron normalizados con el valor máximo en 
cada región y expresados en una gráfica en base a la distribución relativa de 
las lecturas. 
 
Análisis de MicroArrays 
 
Las células pluripontentes fueron transfectadas con los RNA de interferencia 
contra CnAβ1 y con un RNA de interferencia control contra el gen de la Lucife-
rasa y fueron analizadas a las 48 horas en condiciones de pluripotencia o dife-
renciación. Se realizó el análisis de 8 de las 9 muestras generadas (3 controles, 
3 con el siRNA CnAβ1 (1) y 2 con el siRNA CnAβ1 (2)). Las muestras de la 
condición pluripotente fueron marcadas e hibridadas en el Array de Affymetrix 
Gene 1.0 st Arrays (mouse). Las muestras de la condición diferenciada a me-
sodermo fueron marcadas e hibridadas en el Array de Agilent Technologies 
Whole Mouse Genome Microarray 4x44K v2 (G4846A, Agilent Technologies).  
Este proceso fue realizado en la Unidad de Genómica del CNIC. El análisis y 
normalización de los datos fue realizado con el software GeneSpring. El análi-
sis de Gene Ontology (GO) fue realizado usando el recurso libre de David Bio-
informatics. Se consideraron significativos los resultados de GO con un valor 
menor de p<0.05. Los datos completos de los microarrays han sido suministra-
dos a la base de datos pública Gene Expression Omnibus (GEO) con el código 
GSE72103. 
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Los datos usados para el análisis de la expresión de CnAβ1 y CnAβ2 en célu-
las hematopoyéticas se obtuvieron de los valores normalizados obtenidos del 
servidor GEO con los códigos GDS2398 y GDS2718.  La expresión de CnAβ1 
se corresponde con el código de array 1433835_at que presenta una única lec-
tura específica de ésta isoforma, mientras que para CnAβ2 se usó 148473_at, 
que reconoce el último exón de ésta isoforma. 
 
Análisis de proliferación celular 
 
Las células embrionarias fueron transfectadas y diferenciadas a mesodermo en 
cuerpos embrionarios. A las 48 horas de la diferenciación se recogieron las cé-
lulas y se cultivaron con BrdU durante 4 horas en medio de diferenciación en 
placas Petri no adherentes. Los cuerpos embrionarios se recogieron en grupos 
de tres y se colocaron en placas de p24, donde fueron centrifugados a 2000 
rpm. Posteriormente las células se fijaron y permeabilizaron siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. Para la detección de BrdU se dejaron toda la noche a 
4ºC con el anticuerpo primario. Para la cuantificación se realizó un ensayo colo-
rimétrico por la enzima HRP unida al anticuerpo secundario y se cuantificó la 
absorbancia a 450 nm y 550 nm en un espectrofotómetro. Como control negati-
vo se usaron cuerpos embrionarios, del grupo control, no tratados con BrdU y 
pocillos sin células tratados con la solución de BrdU. 
 
Western Blot 
 
Los cuerpos embrionarios y los tejidos de ratón fueron homogeneizados en buf-
fer de lisis RIPA (150 mM NaCl, 1% IGEPAL, 0.5% deoxicolato sódico, 0.1% 
SDS, y 50 mM Tris pH 8.0) en presencia de EDTA e inhibidores de proteasas 
(04693159001 y 04906845001 Roche Diagnostics). Los lisados de proteína 
fueron separados en geles de SDS-PAGE y transferidos a membranas de 
PVDF. Para el bloqueo de las uniones inespecíficas de los anticuerpos se usó 
una solución de leche desnatada en polvo diluida al 3% en TBS (50 mM Tris-Cl, 
pH 7.6; 150 mM NaCl), donde se incubaban las membranas 30 minutos. El an-
ticuerpo primario se incubó toda la noche en TBS (1X), y posteriormente se 
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lavó 5 minutos en TBS (1X) y se incubó con el correspondiente anticuerpo se-
cundario marcado con HRP (anti-mouse P0447 y anti-rabbit P0448, Dako). Los 
anticuerpos secundarios se lavaron 3 veces en TBST (TBS 1X, 0.1% Tween 
20) con un tiempo de lavados entre 5-15 minutos por lavado. Los anticuerpos 
que reconocen formas fosforiladas de la proteína requirieron tiempos cortos 
para verse mejor, frente a los anticuerpos totales donde tiempos de lavado ma-
yores favorecieron una mejor resolución al quedar más limpios. Los anticuerpos 
primarios usados fueron: AKT (4691 Cell Signaling), p-AKT S473 (4058 Cell 
Signaling), GSK3β (9315 Cell Signaling), p-GSK3β (9323 Cell Signaling), β-
actin (A5316 Sigma), β-catenin (9562 Cell Signaling), Cog8 (PA5-29126, Ther-
mo), Vinculin (V4505, Sigma), p-SMAD2 S465/467 (3108 Cell Singaling), 
SMAD2 (5339 Cell Signaling). La intensidad y el contraste de las membranas 
escaneadas fueron ajustados linealmente en Adobe Photoshop CS5. 
 
Co-inmunoprecipitación 
 
Las células se lisaron en la solución de lisis: 50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 
1 mM CaCl2, 6 mM MgCl2, 0.5% NP40, 10% Glicerol, junto a los inhibidores de 
proteasas y fosfatasas (04693159001 y 04906845001 Roche Diagnostics). Se 
dejaron con la solución de lisis 30 minutos en hielo y se centrifugaron a 12000 
rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se incubó con unas bolas de proteína 
G para eliminar posibles uniones inespecíficas. Posteriormente se añadió al 
sobrenadante unas bolas de proteína G preparadas con el anticuerpo (Anti-
GFP living colors proveniente del suero de conejos – Clontech), y se dejó toda 
la noche rotando en una noria a 4ºC para favorecer la interacción con el anti-
cuerpo. Al día siguiente se realizó el análisis de las muestras en un gel de pro-
teínas. Se analizó la presencia de mTOR y Cog8 usando los anticuerpos anti-
mTOR (2972, Cell Signaling) y anti-Cog8 (PA5-29126, Thermo). 
 
Ensayo de Luciferasa 
 
Las células embrionarias fueron lisadas en la solución de lisis suministrada por 
el fabricante (E1980 Promega) y homogeneizadas durante 15 minutos a tempe-
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ratura ambiente. Para el análisis de la actividad de la Luciferasa se añadió el 
sustrato sobre el homogeneizado y se analizó su fluorescencia a 560 nm.  
 
En el caso de los análisis de la actividad de β-catenina se usó un plásmido con 
varios sitios de unión para el factor de transcripción TCF en el promotor segui-
do del gen reportero Luciferasa (TOP-Luc), y como control se usó un plásmido 
con estos sitios mutados (FOP-Luc). Este factor de transcripción es activado 
por β-catenina y sirve para medir la actividad de esta vía de señalización. Por 
otro lado, para el análisis de la actividad de NFAT se usó un plásmido con 9 
sitios de unión para este factor de transcripción en el promotor, seguido de la 
Luciferasa. Este plásmido fue facilitado por el laboratorio de Jeffrey D. Molken-
tin. 
 
El análisis de la actividad de Luciferasa en los corazones se realizó lisando el 
tejido en el buffer de lisis durante 15 minutos. La actividad de Luciferasa se mi-
dió como se ha indicado anteriormente, siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. Los datos obtenidos fueron normalizados por la concentración de proteí-
na total en cada muestra.  
 
Predicción de la estructura de proteínas 
 
La estructura de CnAβ2 fue predicha usando el software Itaser. Para favorecer 
el correcto plegado de ésta, se usó como molde PDB la estructura de CnAα  
(1AUI) de la base de datos de proteínas (Protein Data Bank – PDB), dado que 
ambas presentan una alta homología de secuencia y función. Esta estrategia 
fue usada también para la predicción de CnAβ1, a excepción de que en este 
caso se usó como molde CnAβ2. De los 5 modelos estructurales generados por 
el software se seleccionó el que más se ajustaba a los siguientes parámetros: 
que el dominio de calmodulina fuese una α-hélice y, en el caso de CnAβ2, que 
tuviese el dominio autoinhibidor bloqueando el acceso al sitio catalítico, tal y 
como se muestra en el PDB de CnAα. Las estructuras de los modelos genera-
dos se encuentran adjuntadas en el CD. 
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Construcciones de DNA 
 
Para el estudio de la localización de CnAβ1 y CnAβ2 se usó el vector pEGFP-
C3. Todas las construcciones fueron previamente amplificadas por PCR usan-
do el kit de alta fidelidad HiFi HotStart Ready Mix PCR kit (Kapa Biosystems). 
Como molde se usaron las construcciones de CnAβ1 y CnAβ2 que se encon-
traban clonadas en el vector de expresión de pCDNA3.1, y se clonaron en el 
vector pGEM-T Easy para proceder a su secuenciación. Los clones validados 
por secuenciación fueron posteriormente clonados en el vector pEGFP-C3, 
donde quedaron en fase con la GFP. Para el análisis de la localización de 
CnAβ1 se mutaron los siguientes aminoácidos: ACREFLL > VSKDLFF. El clo-
naje de los cDNAs para la producción de RNA modificados se realizó según el 
protocolo descrito por Pankaj K. Mandal y Derrik Rossi (Pankaj K Mandal & 
Rossi, 2013). Brevemente, la región codificante de GFP (control negativo), 
CnAβ1 o CnAβ1-mutada fueron fusionadas a una región 5’UTR que contenía 
un sitio de unión para la T7 junto a una secuencia Kozak, y a la región 3’UTR 
de la alfa globina para favorecer unos altos niveles de expresión.  
 
Producción de RNA modificado 
 
La producción y purificación de los RNAs modificados se realizó usando el kit 
(MegaScript T7 Ambion). Para evitar la activación de la via de señalización del 
interferón se incluyeron dos nucleótidos modificados: 5-methyl-CTP y pseudo-
UTP (Trilink). Estos nucleótidos producen un cambio en la estructura de la ca-
dena de RNA que evita su detección por parte del sistema del interferón, a la 
vez que permite su traducción por parte del ribosoma (Karikó et al, 2005; 
Warren et al, 2010). Así mismo, se añadió un grupo CAP al inicio del transcrito 
durante el proceso de transcripción in vitro, no obstante ha sido descrito que 
este proceso sólo es eficiente aproximadamente en un 60% de las moléculas, 
por lo que los transcritos producidos requerían ser desfosforilados tras su puri-
ficación. La desfosforilación de los RNA se realizó a 37ºC durante 30 minutos 
en un bloque térmico usando fosfatasa alcalina (M0289S NEB). Tras la desfos-
forilación los transcritos fueron purificados. 
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Inmunofluorescencias 
 
Las células P19 fueron transfectadas con las diferentes versiones de las cons-
trucciones GFP y crecidas durante la noche sobre cristales recubiertos con 1% 
de gelatina para favorecer la adhesión celular. Las células se fijaron en para-
formaldehido (PFA) al 4% en PBS durante 10 minutos a 4ºC, fueron lavadas en 
PBS 3 veces durante 5 minutos en agitación suave, permeabilizadas 10 minu-
tos con Triton X-100/PBS durante 10 minutos e incubadas en una solución de 
bloqueo que contenía suero de cabra al 10%, diluido en PBS, durante 30 minu-
tos. Las células se incubaron con los correspondientes anticuerpos primarios 
durante la noche a 4ºC en solución de bloqueo. Los anticuerpos primarios usa-
dos fueron: anti-GFP (632592, Clontech (conejo) o 1010/0511FP12, Aves lab 
(pollo)), anti-GM130 (610823, BD Bioscience) o anti-Cog8 (PA5-29126, Ther-
mo). Al día siguiente, las células fueron lavadas 3 veces en PBS en agitación 
suave durante 5 minutos e incubadas con los correspondientes anticuerpos 
secundarios. Para el montaje las células se tiñeron con DAPI para la detección 
del núcleo y se añadió medio de montaje Vectashield.  
 
Ensayo de doble híbrido en levadura 
 
El ensayo de doble híbrido en levadura se realizó usando el kit GAL4 Two-
hybrid phagemid vector kit (Stratagene). Este ensayo se llevó a cabo para la 
detección de nuevas interacciones de CnAβ1 en una librería de cDNA prepara-
da a partir de cardiomiocitos neonatales de rata. La región codificante de 
CnAβ1 se clonó en el vector pBD-GAL4 y se verificó por secuenciación y wes-
tern blot. La librería de proteínas diana se preparó clonando los cDNA en el 
vector pAD-GAL4-2.1. Para el estudio de la interacción de CnAβ1 se co-
expresaron el plásmido pBD-GAL4-CnAβ1 junto a uno de los plásmidos de la 
librería de cDNA en levaduras (línea YRG-2). La identificación de proteínas que 
interaccionan con CnAβ1 se realizó por la detección de la transcripción de los 
genes reporteros HIS3 y LacZ. El gen HIS3 permite la producción de histidina y 
el crecimiento de las colonias usando un medio condicionado sin histidina. Por 
otro lado, el gen LacZ permite la selección de positivos al trasformar el sustrato 
X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactósido) en 5-bromo-4cloro-3-
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hidroxindol, que espontáneamente dimeriza y oxida en 5,5'-dibromo-4,4'-
dicloro-índigo que es un compuesto insoluble de color azul. El gen LacZ y HIS3 
se expresan cuando se produce una interacción positiva entre CnAβ1 y una de 
las proteínas candidatas. En el estudio se detectaron un total de 111 clones 
positivos en base a estos criterios, de los cuales, tras la secuenciación, se se-
leccionaron 62 clones que contenían una proteína en fase con la proteína 
GAL4 (Tabla Suplementaria 3). 
 
Ratones 
 
Los ratones CnAβ1Δi12 se generaron por la depleción del intrón 12-13, que con-
tiene la región C-terminal específica de CnAβ1, por recombinación homóloga 
en la línea de células embrionarias R1 (fondo genético 129). Para la selección 
de los clones positivos se introdujo un casete de selección de neomicina (Neo) 
entre dos sitios LoxP en la región intrónica de los exones 13-14, y cuya orienta-
ción se encontraba en la dirección opuesta a la de CnAβ. Como regiones de 
homología se usó la región de DNA genómico adyacente, 9.018 bp para la re-
gión 5’ y 6.398 bp para la región 3’, que comprendían desde el intrón 10 hasta 
la región de DNA genómico que continúa tras la codificación del exón 14 de 
CnAβ (Fig. 24).  Se obtuvieron 3 clones positivos, de los cuales se usaron 2 
para la generación de animales quiméricos. Tan solo 1 de los dos clones fue 
capaz de generar quimeras al microinyectar las células en blastocistos de 
C57/Bl6. Las quimeras se cruzaron con un ratón C57/Bl6 y sus crías se cruza-
ron posteriormente con un ratón Sox2-Cre (C57/Bl6) para la eliminación del 
casete de neomicina. Posteriormente los animales heterocigotos se cruzaron 
entre ellos para obtener animales control y CnAβ1Δi12. Al ser viables, los anima-
les CnAβ1Δi12 se mantuvieron entre cruces homocigotos y los animales control 
se mantuvieron cruzando animales control provenientes de los cruces iniciales. 
Todos los experimentos han sido realizados con éstos animales. Actualmente 
se está homogeneizando el fondo genético de la línea de éstos ratones por 
cruces de animales heterocigotos con ratones C57Bl/6. Para estar seguros de 
que todos los cromosomas, incluidos los cromosomas sexuales X e Y, son de 
C57Bl/6 los cruces se realizan cambiando el sexo del ratón de fondo puro entre 
los cruces. 
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Los ratones αMHC-CnAβ1 se generaron por la microinyección de una cons-
trucción de DNA que contenía la región codificante de CnAβ1 junto a la región 
promotora del gen α-MHC (5Kb), cuya expresión está restringida a los cardio-
miocitos. La caracterización de estos ratones ha sido previamente realizada 
(Felkin et al, 2011). Los controles usados para esta línea provienen de los cru-
ces entre ellos.  
 
Los animales NFAT-Luc se generaron por la microinyección de una construc-
ción de DNA que contenía el gen NFAT bajo el control de un promotor mínimo 
de CMV precedido de 9 sitios de unión para NFAT provenientes del promotor 
del gen IL-4 (Wilkins et al, 2004). Estos ratones se cruzaron con los ratones 
αMHC-CnAβ1 y sus correspondientes controles. Todos los animales usados en 
estos estudios han tenido acceso a agua y comida de forma regular y han sido 
expuestos a ciclos de 12 h de luz y oscuridad. Los ratones se sacrificaron en 
una cámara de CO2. Sólo se han usado machos para todos los estudios.  
 
Para el genotipado se lisaron las colas en 30-40 μ de la solución de lisis ( 1mM 
Tris pH 8, 50 mM NaCl, 25 mM EDTA pH 8, 0.5% SDS, 0.5 mg/ml Proteinasa 
K) durante 2 horas a 55ºC. Posteriormente, se pasó 1μl de lisado a una solu-
ción de inactivación con SDS y NP40 al 0.1%, y de esta solución se usó 1 μl 
para la PCR. El genotipado de los ratones CnAβΔi12 se realizó por la combina-
ción del cebador delantero con el CnAβ int 12 reverso, que da los positivos pa-
ra CnAβ1, y el cebador delantero con el CnAβ int 13 reverso, que da los nega-
tivos para CnAβ1 (Tabla 6). Para el genotipado se realizaron 40 ciclos de am-
plificación con las siguientes condiciones: 30 segundos a 95ºC, 30 segundos a 
60ºC y, 45 segundos a 72ºC. El genotipado de los ratones αMHC-CnAβ1 se 
realizó por una PCR de la región polyA de SV40 incluida en la construcción. 
Las condiciones usadas fueron: 30 segundos a 95ºC, 30 segundos a 60ºC y 30 
segundos a 72ºC, realizándose 40 ciclos de amplificación. La secuencia de los 
cebadores está en la Tabla 6. 
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La extracción de sangre para las hematologías (aproximadamente 100 μl) se 
realizó por la vena mandibular de los ratones usando un eppendorf tratado con 
EDTA y se analizaron posteriormente en un citómetro de flujo Pentra 80. 
 
Citometría de las células hematopoyéticas 
 
Las células hematopoyéticas fueron extraídas del fémur y la tibia de ratones 
adultos de dos meses de edad. Los huesos fueron triturados en un mortero pa-
ra extraer las células y resuspendidas en PBS. Para el marcaje, las células se 
centrifugaron y resuspendieron inicialmente con el coctel de linaje (Tabla 7) 
para marcar las células diferenciadas (positivas). Posteriormente se marcaron 
con los anticuerpos que reconocen cada tipo de célula troncal. Para la detec-
ción se usaron los siguientes anticuerpos de la Tabla 7, y las células se definie-
ron según el criterio de la Tabla 8. 
 
Cirugías 
 
La inducción de sobrecarga de presión se realizó mediante la ligadura de la 
aorta, tratando de reproducir la enfermedad humana tanto como fuese posible 
(Lara-Pezzi et al, 2015). Los ratones fueron anestesiados usando 3-3.5% de 
sevofluorano administrado con oxígeno al 100%, intubados y mantenidos con 
ventilación mecánica durante el procedimiento. Para la cirugía se rasuró el pelo 
de los animales, la piel se desinfectó con etanol y se procedió a la realización 
de un corte en el tórax que permitiese la visualización de la aorta. Para la cons-
tricción de la aorta se usó una sutura no reabsorbible de polifilamento anudado 
alrededor de la aorta y una aguja roma de 27-gauge. La ligadura se realizó en 
el callado aórtico entre la arteria carótida y la arteria innominada. Después de 
realizar la ligadura, la aguja de 27-gauge se retiró dejando la aorta constreñida 
al diámetro de la aguja. Posteriormente, se procedió a la sutura de las capas 
musculares y la piel para cerrar el tórax del animal. Todos los animales recibie-
ron una dosis de buprenorfrina (0.1 mg/kg) como analgesia durante los días 
posteriores al procedimiento. Todos los procedimientos se realizaron bajo los 
principios de cuidado animal formulados por la Sociedad Nacional para la In-
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vestigación Médica y la Guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio 
(US National Institutes of Health Publication 85-23, 1996, actualizado en 2011). 
 
Análisis Eco-cardiográfico 
 
Las ecografías transtorácicas fueron realizadas y analizadas de forma ciega 
por una doctora especialista en imagen cardiaca a 2, 8 y 15 meses en los rato-
nes CnAβ1Δ12-13  y 21 días después de la cirugía en los ratones αMHC-CnAβ1. 
Para el estudio ecográfico se adquirieron imágenes en modo M y en modo bi-
dimensional utilizando un ecógrafo de alta resolución con un transductor de 30 
Mhz (Vevo 2100, VisualSonics Inc., Canada). Los animales se anestesiaron 
con isofluorano entre 1-1.5% administrado con oxígeno al 100%, se monitorizó 
la frecuencia cardiaca y se pusieron en una superficie a 37ºC para preservar la 
temperatura corporal. Durante las ecografías se ajustó el porcentaje de aneste-
sia con el objetivo de obtener una frecuencia cardiaca de 500 ±50 latidos por 
minuto (bpm). Tras las ecografías los animales fueron mantenidos en una caja 
aislada iluminada con luz roja hasta que se despertaron, para asegurar su co-
rrecta recuperación y el mantenimiento de su temperatura corporal.  
 
Análisis histológico 
 
Los órganos analizados por histología fueron fijados en 4% de PFA/PBS por la 
noche y posteriormente lavados, deshidratados e incluidos en parafina. Para el 
análisis de la morfología de los órganos se usó una tinción de hematoxilina y 
eosina, mientras que para el análisis de la presencia de fibrosis se realizó una 
tinción de tricrómico de Masson. La cuantificación de los niveles de fibrosis in-
tersticial fue realizada en dos regiones diferentes de cada corazón a una mag-
nificación de 20X con el software ImageJ. La fibrosis perivascular se cuantificó 
en dos regiones diferentes por corazón a una magnificación de 40X y se nor-
malizó por el diámetro del vaso para cada sección. 
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Análisis estadístico 
 
Todos los datos han sido presentados como la media ±SEM según se indica en 
la leyenda de las figuras. Para el análisis estadístico de los datos se usaron: T-
Test para los grupos de dos condiciones a un tiempo, ANOVA de 1 vía seguido 
del post-test de Dunnet para grupos mayores a dos condiciones a un tiempo, y 
ANOVA de 2 vías seguido del post-test de Bonferroni para análisis de múltiples 
condiciones y dos variables (GraphPadPrism), como se indica en la leyenda de 
las figuras. Los cambios se consideraron significativos a partir de p<0.05. 
  
 
  
Materiales y Métodos 
67 
 
Tabla 1. Secuencia de los RNA de interferencia para el control, CnAβ1 y 
CnAβ2. 
 
 Nombre Secuencia del siRNA  
Control (Lucifera-
se) 
UUCAUUAUAAAUCUCGUUCGCGGGC 
CnAβ1 (1) AGUUCCUGUCUUAGCAGCUGACAUA 
CnAβ1 (2) GGUGUUUGUCAAACGUUCUAUGUAU 
CnAβ2 (1) GGAGGAUAUCUACACCUCCAUUUAU 
CnAβ2 (2) UGCUGCUGGCUUUGUAUCAUCUUUA 
 
 
 
 
Tabla 2. Código de los RNA de interferencia contra Cog8 de Invitrogen. 
 
Nombre Código del siRNA 
Cog8 (1) MSS235216 
Cog8 (2) MSS294762 
 
 
 
 
 
Tabla 3. Secuencia de los morpholinos. 
Nombre Secuencia 
CnAβ Ex12 U1 CATAACATCATTACCACTTTGCAAG 
CnAβ Intron12 U1 CTCTAATCATTTACCAGGGTACAAA 
CnAβ Ex13 U2 GTACAGAAGTGAGCAGAGGCAT 
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Tabla 4. Sondas TaqMan usadas para la qRT-PCR.  
 
 
 
  
Gen 
Código TaqMan (Applied 
Biosystems) 
Oct3/4 Mm00658129_gH 
Sox2 Mm00488369_s1 
Gapdh 4352339E 
18S 4319413E 
Col1a1 Mm00801666_g1 
Lox Mm00495386_m1 
RCAN1 Mm01213407_m1 
RCAN1.1 Mm00517094_m1 
RCAN1.4 Mm00627762_m1 
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Tabla 5  . Secuencia de los cebadores de SyberGreen usados para la qRT-
PCR. 
 
Gen Cebador delantero Cebador reverso 
Brachyury CTCCAACCTATGCGGACAAT CCCCTTCATACATCGGAGAA 
Eomes TTCACCTTCTCAGAGACACAGTTCAT GAGTTAACCTGTCATTTTCTGAAGCC 
  Goosecoid ACGAGGGCCCCGGTTCTGTA CACTTCTCGGCGTTTTCTGACTCC 
Sox17 GCGGCGCAAGCAGGTGAAG GGGGCCCATGTGCGGAGAC 
CnAβ1 ATGCTGTTTCCTTCCTCTGC GACTGAACCAAGTGCAGCAA 
CnAβ2 CTGAACACCGCACATACCAC CACGGATCTCAGAAAGCACA 
CnAβ Ex2-3 ATGGGATACCCAGGGTTGAT GCAGGTGATCCTCCTACTTCA 
Wnt3 CAGCGTAGCAGAAGGTGTGA TGGCCCCTTATGATGTGAGT 
Mesp1 TGTACGCAGAAACAGCATCC TTGTCCCCTCCACTCTTCAG 
Nestin CGGAGAGGGAGCAGCACCAA GGCCTCCCCCACAGCATCCT 
Mbnl1 TGCTCCAGAGAGAACTGCAA TAAAGGCTGCTGATGCACTG 
Mbnl2 GCCAGGTTGAAAATGGAAGA GGCGTTCCTGGAAACATAAA 
CnAβ Ex11-
14 CAGCCCGGAAAGAAATCATA CAGTGGTATGTGCGGTGTTC 
Acta 1 CATCCGTAAAGACCTCTATGCC CATCCGTAAAGACCTCTATGCC 
BNP GCCAGTCTCCAGAGCAATTC TCTTTTGTGAGGCCTTGGTC 
 
 
 
 
Tabla 6: Cebadores para genotipar los ratones CnAβΔi12 y los ratones 
αMHC-CnAβ1.  
 
Nombre Secuencia 
CnAβ int 11 (delantero) TGAAATTTTGGGGATCAAGC 
CnAβ int 12 (reverso) TCCCTGCATGCATTATGTGT 
CnAβ into 13 (reverso) AGGCATAAGACACACCCACA 
SV40 FW (αMHC-CnAβ1) GATCTTTGTGAAGGAACCTTAC 
SV40 RV (αMHC-CnAβ1) ATTCCACCACTGCTCCCATTC 
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Tabla 7. Anticuerpos para la detección de células troncales hematopoyé-
ticas. Los anticuerpos usados reconocen proteínas de membrana expresadas 
por una o múltiples poblaciones celulares y sirven para la detección por citome-
tría de los diferentes linajes. 
  
 
Anticuerpo 
Conjugado con: Clon: Compañía 
cKIT PerCP-Cy5.5 2B8 Biolegend 
Sca-1 PE-Cy7 D7 
BD Pharmin-
gen 
CD34 FITC RAM34 
BD Pharmin-
gen 
CD135 APC A2F10.1 
BD Pharmin-
gen 
CD16/32 AF 700 93 eBioscience 
CD127 PE A7R34 eBioscience 
Biotin Lin. co-
cktail 
Mix: CD3; B220; F480; Ter119; Ly6G 
BD Pharmin-
gen 
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Tabla 8. Definición de cada población celular. Las células troncales de cada 
linaje se definieron según los anticuerpos indicados en el apartado del inmuno-
fenotipo, donde "+" significa positivo, "-" negativo. Las células troncales LSK 
indican que son Linaje (Lin) negativas, cKIT y Sca1 positivas y se encuentran 
subdivididas en tres poblaciones: células troncales de tiempo largo (LT-HSC), 
de tiempo corto (ST-HSC) y células troncales multipotentes (MPP), donde cada 
una posee un estado un poco más diferenciado (LT<ST<MPP). Las células 
troncales mieloides y linfoides se definieron en base a la presencia de cKIT, 
Sca1 y CD127. 
 
Tipo celular Inmunofenotipo 
LSK 
(Lin-kit+Sca1+) 
 
 
LT-HSC Lin-cKIT+Sca1+CD135-CD34- 
ST-HSC Lin-cKIT+Sca1+CD135-CD34bajo 
MPP Lin-cKIT+Sca1+CD135+CD34bajo 
Células troncales 
mieloides   Lin-cKIT+Sca1- 
Células troncales  
linfoides   Lin-cKITbajo,Sca1bajo,CD127+ 
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RESULTADOS 
 
CARACTERIZACIÓN DE LA FUNCIÓN DE CNAB1 EN CÉLULAS 
TRONCALES EMBRIONARIAS 
CnAβ1 está enriquecida en células troncales embrionarias 
 
Para el estudio de la función de CnAβ1 primero se analizó su expresión 
y la de CnAβ2 en cerebro, músculo, hígado, corazón, riñón y pulmón los días 1 
y 7 tras el parto (P1, P7) y a dos meses de edad en ratones CD1 y se comparó 
con células troncales embrionarias de ratón (mouse embryonic stem cells – 
mESC) en cultivo, (Fig. 6 A, B). La expresión de CnAβ1 se encontró disminuida 
a dos meses en todos los órganos, a excepción del pulmón, teniendo en algu-
nos casos un pico de expresión a P1 (Fig. 6 A). Por otro lado, la expresión de 
CnAβ2 presentó un patrón de expresión más heterogéneo, estando aumentada 
en cerebro y músculo, o inhibida en hígado y riñón, y sin cambios muy significa-
tivos en corazón y pulmón a dos meses de edad, respecto a las células em-
brionarias (Fig. 6 B). Estos resultados sugieren una posible función de CnAβ1 
en células embrionarias o durante la diferenciación, mientras que CnAβ2 podría 
tener una función más importante en cerebro, músculo y corazón adultos.  
 
CnAβ1 es necesaria para la diferenciación a mesodermo 
 
Teniendo en cuenta los altos niveles de expresión de CnAβ1 en mESC compa-
rados con los tejidos adultos, se decidió estudiar sus niveles de expresión 
usando un protocolo de diferenciación a mesodermo y otro a ectodermo. Los 
resultados mostraron un incremento en los niveles de expresión de CnAβ1 du-
rante la diferenciación a mesodermo temprano, mientras que este patrón no se 
observó en la diferenciación a ectodermo (Fig. 7 A, B). Por otro lado, la isofor-
ma CnAβ2 se induce en ambos protocolos de diferenciación (Fig. 7 C, D).  
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Basándonos en estos resultados, decidimos centrarnos en el estudio de 
la función de CnAβ1 en las mESC en condiciones pluripotentes y durante la 
diferenciación  a  mesodermo.  Para  ello,  las mESC se transfectaron  con  dos 
 
Figura 6. La expresión de CnAβ1 es mayor en células embrionarias que en tejidos adultos. A-B, 
Comparación de la expresión de CnAβ1 y CnAβ2 en células embrionarias de ratón y en cerebro, músculo, 
hígado, corazón, riñón y pulmón  a días 1, 7 y dos meses post parto aislados de ratones CD1. Los datos 
están expresados como veces de inducción ("Fold Induction") sobre los valores de las células embriona-
rias. Para normalizar se usó 18S. Los datos muestran la media de los valores ±SEM. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, ANOVA de una vía con post test de Bonferroni (n=3). 
 
RNA de interferencia de doble cadena (small interference RNA – siRNA) dise-
ñados contra la región específica de CnAβ1 para disminuir sus niveles de ex-
presión. Los resultados obtenidos mostraron una bajada significativa de CnAβ1 
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en mESC en condiciones pluripotentes, pero no de CnAβ2, demostrando la es-
pecificidad de los RNA de interferencia por esta isoforma (Fig. 8 A, B). El perfil 
transcripcional de estas células fue analizado por microarrays para estudiar la 
posible implicación de CnAβ1 en el mantenimiento de la pluripotencia. Como 
puede observarse en la Tabla Suplementaria 1, los datos obtenidos no sugirie-
ron que CnAβ1 pudiera tener un papel relevante en el mantenimiento de este 
proceso. Estos datos fueron corroborados por una PCR cuantitativa a tiempo 
real (Quantitative Real Time PCR - qRT-PCR) de  los  genes de  pluripotencia  
(Fig. 8 C,  D). 
 
 
Figura 7. La expresión de 
CnAβ1 se induce durante 
la diferenciación a me-
sodermo. A-D, Expresión 
de CnAβ1 (A, B) y  CnAβ2 
(C, D) en células embrio-
narias diferenciadas a 
mesodermo (A, C) y ecto-
dermo (B, D) en cuerpos 
embrionarios durante 6 
días, donde el día 0 son 
las células en condiciones 
pluripotentes. Los datos 
muestran la media de la 
inducción sobre las células 
sin diferenciar  ±SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA de una vía con post-test de Dunnett (n=3).  
 
Posteriormente decidimos analizar la función de CnAβ1 durante la diferencia-
ción a mesodermo. Las células se transfectaron con los RNA de interferencia 
contra CnAβ1 y se diferenciaron durante 48 horas en cuerpos embrionarios. 
Tras comprobar que la expresión del gen se había interferido correctamente, se 
analizó el perfil transcripcional de estas células usando microarrays (Tabla Su-
plementaria 2). Los resultados mostraron una bajada significativa en los niveles  
de  expresión  de  diversos  genes  implicados  en  la  diferenciación  a meso-
dermo, incluyendo Goosecoid (Gsc), Eomes, Sox17, Fgf8, Gata6, Sox7, 
Brachyury T (BraT), Foxa2 (Fig. 9). 
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Con el fin de estudiar más en profundidad este proceso, diferenciamos 
las células durante 6 días tras tratarlas con los RNA de interferencia, y anali-
zamos  la expresión de los  marcadores de diferenciación  a mesodermo a días 
 
Figura 8. CnAβ1 no es necesaria para el mantenimiento de la pluripotencia. A-B, Análisis por qRT-
PCR de la expresión de CnAβ1 y CnAβ2 tras la transfección con dos siRNA contra CnAβ1 y uno control . 
C-D, Transfección de células embrionarias en condiciones pluripotentes con los RNA de interferencia. 
Análisis de los marcadores de pluripotencia Oct3/4 y Sox2 a las 48 horas por qRT-PCR. Los resultados 
están representados como la media de las veces de inducción ("Fold Induction") sobre el control ±SEM. 
***p<0.001, ANOVA de una vía con post-test de Dunnett (n=3). 
 
 
 
Figura 9. CnAβ1 es necesaria 
para la diferenciación a meso-
dermo de las células embriona-
rias.  Datos de expresión normali-
zados de genes implicados en la 
diferenciación a mesodermo anali-
zados por microarrays tras la trans-
fección de mESC con dos RNA de 
interferencia contra CnAβ1 o un 
siRNA control tras diferenicacion a 
linaje mesodérmico durante 48 
horas (n≥2). 
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Figura 10. La inhibición de CnAβ1 disminuye la diferenciación a mesodermo. Las células embriona-
rias fueron transfectadas con dos RNA de interferencia contra CnAβ1 o un siRNA control y diferenciadas 
durante 6 días a mesodermo usando un protocolo de cuerpos embrionarios. A-H, Se extrajo RNA a dife-
rentes días y se analizó la expresión de CnAβ1, BraT, Eomes, Gsc, Mesp1, Sox17, Nestin y Sox2 por 
qRT-PCR. Los resultados están expresados como la media de las veces de inducción ±SEM sobre los 
valores de las células no diferenciadas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA de dos vías con post-test 
de Bonferroni (n=3). 
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0, 2, 4 y 6, donde el día 0 representa las células cultivadas en condiciones plu-
ripotentes. Los resultados mostraron una disminución en los niveles de expre-
sión de CnAβ1 durante las primeras 48 horas, que se recuperaron a día 4 (Fig. 
10 A), probablemente debido a una dilución de los RNA de interferencia aso-
ciada a la división celular. Los datos obtenidos por qRT-PCR confirmaron los 
resultados obtenidos en el microarray a día 2, siendo las diferencias respecto al 
control mucho más evidentes a día 4, cuando estos genes tienen su pico de 
expresión (Fig. 10 B-F). Por otro lado, no se observaron diferencias significati-
vas en los niveles de expresión del marcador de pluripotencia Sox2 (Fig. 10 G)  
así como tampoco en el marcador de diferenciación Nestina (Fig. 10 H), sugi-
riendo que las células no se están diferenciando más lentamente, ni tampoco a 
otro linaje, sino que poseen una deficiencia en su capacidad de diferenciación a 
mesodermo. 
 
Para determinar si durante la inhibición de CnAβ1 se producía una alte-
ración en la capacidad de proliferación celular que pudiese estar mediando este 
efecto, se analizó la incorporación de bromodesoxiuridina (BrdU) en las células. 
Las mESC se transfectaron con los RNA de interferencia y se diferenciaron 
durante 2 días tras los cuales se incubaron con BrdU durante 4 horas. Los re-
sultados obtenidos no mostraron ninguna diferencia entre los grupos (Fig. 11), 
sugiriendo que la falta de CnAβ1 en mESC no afecta a la proliferación celular y 
que los defectos de diferenciación observados no están asociados, al menos 
en este caso, con una disminución de la proliferación celular. 
 
 Figura 11. CnAβ1 no inhibe la proliferación de 
las mESC diferenciadas a mesodermo. La capaci-
dad de proliferación celular tras la inhibición de 
CnAβ1 fue analizada en mESC diferenciadas a me-
sodermo en función de su capacidad para incorporar 
BrdU durante 4 horas el segundo día de diferencia-
ción. Los valores de absorbancia fueron normaliza-
dos por el número de cuerpos embrionarios por 
condición. Los resultados se presentan como la 
media de la absorbancia ±SEM. Las diferencias no 
fueron estadísticamente significativas tras un test ANOVA de una vía con un post-test de Dunnett (n=6). 
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CnAβ1 regula la especificación a mesodermo mediada por Akt, 
GSK3β y β-catenina. 
 
En relación con la función de CnAβ1, ha sido descrito previamente que CnAβ1 
promueve la fosforilación de AKT en la Serina 473 (Lara-Pezzi et al, 2007), la 
cual es llevada a cabo por el complejo mTORC2. Con el fin de comprender me-
jor cómo CnAβ1 regula éste proceso analizamos su posible interacción con és-
te complejo mediante co-inmunoprecipitación. Para ello transfectamos células 
293T con unas proteínas quiméricas que expresaban CnAβ1, CnAβ2, o sus 
regiones C-terminales fusionadas a GFP (Fig. 12 A). Los resultados mostraron 
que CnAβ1, pero no CnAβ2, interacciona con el complejo MTORC2, y que esta 
interacción es mediada por su dominio C-terminal (Fig. 12 B). Para investigar si 
CnAβ1 está controlando esta vía de señalización durante la diferenciación de 
las mESC se inhibió CnAβ1 con los RNA de interferencia y se diferenciaron las 
células a mesodermo. Mediante un análisis de western blot se observó una ba-
jada en los niveles de fosforilación de AKT en Ser473 en las muestras tratadas 
con los RNA de interferencia contra CnAβ1 (Fig. 13 A), lo que indica una menor 
activación de AKT. Previamente ha sido descrito que AKT regula la diferencia-
ción a mesodermo por la fosforilación, e inhibición, de GSK3β en Ser9, que a 
su vez está encargado de unirse y degradar a β-catenina (Naito et al, 2005). 
Nuestros datos mostraron una reducción en los niveles de fosforilación de 
GSK3β tras la inhibición de CnAβ1 (Fig. 13 A), lo que indicaba un aumento en 
la actividad de GSK3β y consecuentemente una menor acumulación en los ni-
veles de β-catenina (Fig. 13 A). Con el fin de saber si la disminución en los ni-
veles de β-catenina tenía un efecto en sus dianas se realizó una co-
transfección de los RNA de interferencia junto con un plásmido que contiene un 
multímero para la unión del factor de transcripción TCF, que es activado  por β-
catenina. Los resultados  de  este experimento  mostraron  una bajada signifi-
cativa en los niveles de activación de TCF tras la inhibición de CnAβ1 a día 2 
de diferenciación (Fig. 13 B). 
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Figura 12. CnAβ1 interacciona con el complejo MTORC2 mediante su dominio C-terminal. A, Re-
presentación de las construcciones transfectadas en células 293T. B, Se transfectaron células 293T con 
los vectores de expresión GFP-CnAβ1, GFP-CnAβ2, GFP-CnAβ1-Cter y GFP-CnAβ2-Cter. Las células 
fueron lisadas y se inmunoprecipitaron (IP) con un anticuerpo contra GFP o Rictor. La co-
inmunoprecipitación de las proteínas mTOR, Rictor y GFP fue determinada por western blot usando anti-
cuerpos específicos contra estas proteínas. En el lisado total se puede observar una expresión similar de 
todas las proteínas.  
 
Para determinar la relevancia de la activación de GSK3β en la pérdida de la 
diferenciación inducida por los siRNAs de CnAβ1, se inhibió la actividad de 
GSK3 mediante el uso de LiCl durante 8 horas el segundo día de la diferencia-
ción. Posteriormente, se dejó que las células continuasen con el proceso de 
diferenciación hasta día 4 sin el inhibidor, y se analizó la expresión de los mar-
cadores de diferenciación a este tiempo. Como se ha observado anteriormente, 
la inhibición de CnAβ1 causó una bajada significativa de los niveles de expre-
sión de los marcadores de mesoendodermo a día 4 (Fig 13 C). Este efecto era 
prevenido en las células que fueron tratadas con el inhibidor de GSK3β (Fig. 13 
C). Estos resultados sugieren que CnAβ1 desempeña un papel importante en 
el proceso de diferenciación a mesoendodermo mediante el control de la vía de 
señalización AKT/GSK3β/β-catenina. 
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Figura 13. CnAβ1 regula la diferenciación de células embrionarias a mesoendodermo mediante la 
activación de β-catenina. A, Se transfectaron células embrionarias con los RNA de interferencia de 
CnAβ1 y se analizaron los niveles de p-AKT S473, AKT total, p-GSK3β S9, GSK3β, β-catenina y β-actina 
por western blot a día 2 de diferenciación. B, Las células embrionarias fueron transfectadas como en A 
junto a un reportero de Luciferasa bajo el control de expresión de un promotor con un multímetro de sitios 
de unión en tándem para TCF (TOP) o este mismo multímero con los sitios TCF mutados (FOP). Los 
resultados están expresados como la media del ratio ±SEM de TOP/FOP para cada condición. C, Las 
células mESC se trasnfectaron con los RNA de interferencia contra CnAβ1 y se diferenciaron a mesoder-
mo. Las células se trataron durante 8 horas con 20 mM LiCl a día 2 de diferenciación para inhibir GSK3. 
La expresión de los marcadores BraT, Eomes, Gsc y Sox17 se analizó a día 4. Los resultados se han 
expresado como la media de la inducción de la expresión ±SEM sobre los valores del RNA de interferen-
cia control para cada condición. *p<0.05 ANOVA de una vía con post-test de Dunnett (B), *p<0.05 **, 
p<0.01 ANOVA de dos vías con post-test de Bonferroni (n=3) (C). 
 
Para confirmar si el control de la vía de señalización de Akt podía ser re-
gulado por la otra isoforma de CnAβ: CnAβ2, se diseñaron unos RNA de inter-
ferencia contra el exón 14 de esta isoforma, que no afectaban a los niveles de 
expresión de CnAβ1 (Fig. 14 A, B). De forma similar a lo descrito para CnB, la 
inhibición de CnAβ2 mostró una bajada en los niveles de expresión de los mar-
cadores de diferenciación a día 4 (Fig. 14 C-H). Sin embargo, en este caso el 
efecto no estaba mediado por la vía de señalización AKT/GSK3β/β-catenina, 
dado que no se encontraba alterada tras el tratamiento (Fig. 15). 
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Figura 14. CnAβ2 es necesaria para la diferenciación a mesodermo. Se transfectaron células embrio-
narias con dos RNA de interferencia contra CnAβ2 y uno control y se diferenciaron a mesodermo durante 
6 días. A-H, El RNA de las células fue extraído a diferentes tiempos y se analizó la expresión de CnAβ2, 
CnAβ1, BraT, Eomes, Mesp1, Sox17, Sox2 y Nestina por qRT-PCR. Los resultados están expresados 
como la media de la inducción ±SEM sobre los valores de las células no diferenciadas. **p<0.01, 
***p<0.001, ANOVA de dos vías con post-test de Bonferroni (n=3).  
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Figura 15. CnAβ2 no controla la vía de señalización de AKT/GSK3β/β-catenina. Se transfectaron 
células embrionarias con RNA de interferencia contra CnAβ2 o un RNA de interferencia control y se anali-
zaron los niveles de p-AKT S473, AKT total, p-GSK3β S9, GSK3β, β-catenina y β-actina por western blot 
a día 2 de diferenciación.  
 
 
La región C-terminal de CnAβ1 dirige su localización al aparato de 
Golgi 
 
Una de las grandes incógnitas relacionadas con los procesos de splicing 
y poliadenilación alternativos está relacionada con el desconocimiento del efec-
to funcional o estructural que estos cambios tienen en la proteína final. Recien-
temente se han descrito algunos casos en los que el motivo de unión al DNA 
de un factor de transcripción es sustituido por otro mediante splicing alternativo 
y cómo este cambio alteraba su función (Gabut et al, 2011; Lu et al, 2014). Con 
el fin de tener una mejor caracterización de la región C-terminal de CnAβ1, y de 
cómo ésta influye sobre su función, decidimos generar un modelo estructural. 
 
El cristal con la  estructura de su homólogo CnAα ha sido previamente 
descrito (Ke & Huai, 2003), no obstante la región de unión a calmodulina así 
como parte del dominio autoinhibidor no se cristalizaron. Recientemente se ha 
descrito que el dominio de unión a calmodulia se encuentra altamente desor-
ganizado  y  que  solo adquiere su  estado estable de α-hélice tras la  unión  de  
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Figura 16. La predicción estructural de CnAβ1 muestra dos α-hélices evolutivamente conservadas. 
A-B, Predicción estructural de CnAβ2 y CnAβ1 respectivamente, usando el software Itaser. C, Análisis de 
conservación de la secuencia de la región C-terminal de CnAβ1 entre Xenopus laevis, Anolis carolinensis, 
Gallus gallus, Mus musculus and Homo sapiens usando Clustal. Los cuadrados azules muestran las re-
giones de α-hélice en la estructura (B). 
 
calmodulina (Rumi-Masante et al, 2012). Usando esta información predijimos 
primero la posible estructura de CnAβ2, que posee una mayor homología a 
CnAα. Como puede observarse, el dominio de calmodulina formaba una α-
hélice perfecta rodeada de una gran región poco estructurada que la conectaba 
con el dominio auto inhibidor que posee 3 α-hélices (Fig. 16 A). Estos resulta-
dos están de acuerdo con datos previos donde se describe esta región como 
altamente desorganizada y podría explicar por qué sólo puede ser estabilizada 
tras la unión de calmodulina (Rumi-Masante et al, 2012). Para determinar la 
estructura de CnAβ1 generamos un modelo basándonos en el de CnAβ2. 
Nuestros resultados mostraron que el domino C-terminal de CnAβ1 se encuen-
tra formado por dos α-hélices (Fig. 16 B). La primera de ellas parece bloquear 
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el bolsillo catalítico de la enzima, mientras que la segunda parece encontrase 
expuesta hacia el exterior. Estos resultados fueron validados por los predicto-
res de estructura secundaria Jpred y Psipred. Curiosamente, las dos α-hélices 
corresponden a dos regiones altamente conservadas en CnAβ1 (Fig. 16 C) y 
podrían estar relacionadas con las diferencias encontradas para su función. 
 
Para determinar la función de la región C-terminal y de las dos α-hélices 
de CnAβ1, se generaron varias quimeras fusionando diversas regiones de 
CnAβ1 o CnAβ2 a la proteína verde fluorescente (Green Fluorescence Protein - 
GFP). Estas construcciones se transfectaron en células P19 donde se encontró 
una localización completamente diferente para CnAβ1 y CnAβ en la célula. Por 
un lado, CnAβ2 se encontraba distribuida de forma homogénea por todo el ci-
toplasma celular mientras que, por el otro, CnAβ1 se encontraba localizada 
principalmente en el aparato de Golgi (Fig. 17 A), como se puede observar por 
su colocalización con la proteína de membrana del Golgi 130 (GM130), que se 
usa como marcador del Golgi (rojo). Esta localización fue reproducida por una 
construcción que contenía la región C-terminal de CnAβ1, pero no por otra que 
contenía la región C-terminal de CnAβ2 (Fig. 17 A).  Para  determinar  si  esta 
localización  estaba mediada por una de las dos α-hélices del dominio C-
terminal de CnAβ1 se clonaron por separado y fusionaron a GFP. Los resulta-
dos mostraron que la localización en el aparato de Golgi sólo era mantenida 
por la construcción que contenía la segunda α-hélice (Fig. 17 A). Estos resulta-
dos sustentan la existencia de dos motivos altamente conservados y diferente 
función en la región C-terminal de CnAβ1. 
 
Con el fin de estudiar si la función de CnAβ1 depende de su localización 
en el aparato de Golgi, se generó un mutante de CnAβ1 (CnAβ1-mut) en el que 
se mutaron cinco aminoácidos de la segunda α-hélice de la región C-terminal. 
Esta secuencia de aminoácidos también se encuentra en una región de mTOR 
que lo dirige al aparato de Golgi (Xiangyu & X F Steven, 2007). Las mutaciones 
realizadas trataron de mantener en la medida de lo posible la polaridad y tama-
ño de los aminoácidos de esta región, y su secuencia fue predicha para mante-
ner la estructura de una α-hélice (Fig. 17 B). La transfección de células P19 con 
esta construcción mostró un patrón disperso por el citoplasma para la  proteína 
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CnAβ1-mut (Fig. 17 C). Para determinar si la localización de CnAβ1 es impor-
tante para su función se analizó por co-inmunoprecipitación su interacción con 
mTOR, la cual se perdió en el mutante del dominio C-terminal (Fig 17 D). Así 
mismo, la sobreexpresión en mESC de la forma natural de CnAβ1 mostró una 
inducción moderada en los niveles de fosforilación de AKT y GSK3β así como 
en los niveles totales de β-catenina respecto a unas células transfectadas con 
GFP como control, que no se observó con la  forma mutada (Fig. 17 D). 
 
El dominio C-terminal de CnAβ1 interacciona con Cog8 y es necesa-
rio para su función 
 
Para estudiar como CnAβ1 se localiza en el aparato de Golgi se realizó 
un ensayo de doble hibrido en levaduras. Este ensayo fue llevado a cabo por la 
Dra. Leanne Felkin en Imperial College London. El ensayo consiste en la gene-
ración de proteínas quiméricas unidas a una proteína de unión al DNA y a una 
proteína activadora de la transcripción (Brückner et al, 2009). El sistema que se 
usó expresaba el gen reportero HIS3 que permite la selección en medio condi-
cionado sin histidina y el gen LacZ que transforma el sustrato X-gal (5-bromo-4-  
 
 
 
Figura 17 (ver página 88). CnAβ1 colocaliza con el aparato de Golgi usando una α-hélice evoluti-
vamente conservada en su domino C-terminal. A, Se transfectaron células P19 con un plásmido que 
contenía una quimera de la proteína EGFP unida a la proteína CnAβ1 o CnAβ2 completas, la región C-
terminal de CnAβ1 o CnAβ2, o a cada una de las hélices alfa de la región C-terminal de CnAβ1. Se anali-
zó la colocalización de cada una de las construcciones con el marcador de Golgi GM130 (rojo) por inmu-
nofluorescencia. Barra, 10μm. B, Representación esquemática mostrando los aminoácidos mutados en la 
segunda hélice alfa de CnAβ1 wild type (helix wt) y CnAβ1-mut (helix mut). C, Las células P19 se trans-
fectaron con una quimera de la proteína EGFP fusionada a la proteína CnAβ1-mut y se analizó su coloca-
lización con el marcador de Golgi GM130 (rojo). Barra, 10μm. D, Se transfectaron células 293T con los 
vectores de expresión GFP-CnAβ1 o GFP-CnAβ1-mut. Las células fueron lisadas y se inmunoprecipitaron 
(IP) con un anticuerpo contra GFP. La co-inmunoprecipitación de la proteína mTOR fue determinada por 
western blot usando un anticuerpo anti-mTOR. En el lisado total se puede observar una expresión similar 
de mTOR en ambas condiciones como referencia. E, Células embrionarias transfectadas con RNA modifi-
cados para la expresión de GFP (Control), CnAβ1 y CnAβ1-mut y análisis de los niveles de p-AKT S473, 
total AKT, p-GSK3β S9, total GSK3β, β-catenin y β-actin por western blot a día dos de diferenciación. 
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cloro-3-indolil-β-D-galactósido) en 5-bromo-4cloro-3-hidroxindol, que espontá-
neamente dimeriza y oxida en 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-índigo, un compuesto 
insoluble de color azul. 
 
 
Figura 18. Cog8 colocaliza con el marcador de Golgi GM130. Inmunofluorescencia de Cog8 (verde), 
GM130 (rojo) y DAPI (azul) en células P19. Los canales rojo y verde se han representado también por 
separado. Barra, 25 μm. 
 
Los resultados del ensayo de doble híbrido en levadura mostraron, jun-
to a proteínas cuya interacción con CnAβ1 ya era conocida, como CnB, la in-
teracción con Cog8 (Tabla Suplementaria 3). Cog8 es una proteína externa del 
Golgi involucrada en la interacción  con otras proteínas Cog  y el  complejo 
SNARE, que colocaliza con el marcador de Golgi GM130 ((Willett et al, 2013) y 
Fig. 18). Para validar esta interacción, transfectamos células 293T con las 
construcciones GFP-CnAβ1 o GFP-CnAβ1-mut y realizamos un ensayo de co-
inmunoprecipitación y colocalización. Como puede observarse en la Figura 19 
A, Cog8 coprecipitó con la construcción GFP-CnAβ1 pero no con GFP-CnAβ1- 
mut. Así mismo, la construcción GFP-CnAβ1 mostró una fuerte colocalización 
con  la  proteína  Cog8  en  células  P19  (Fig. 19  B).  Para  determinar  si  esta 
localización es necesaria para la localización de CnAβ1 en el aparato de Golgi, 
se inhibió Cog8 con RNA de interferencia en células P19 y se transfectaron con 
la construcción GFP-CnAβ1. Los resultados mostraron una deslocalización de 
GFP-CnAβ1 fuera del aparato de Golgi tras la reducción en los niveles de Cog8 
(Fig. 19 C), confirmando que esta interacción es necesaria para la localización 
subcelular de CnAβ1. 
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Figura 19. Cog8 interacciona con CnAβ1 y media su localización en el aparato de Golgi. A, Se trans-
fectaron células 293T con los vectores de expresión GFP-CnAβ1 o GFP-CnAβ1-mut. Las células fueron 
lisadas y se inmunoprecipitaron (IP) con un anticuerpo contra GFP. La co-inmunoprecipitación de la pro-
teína Cog8 fue determinada por western blot usando un anticuerpo anti-Cog8. En el lisado total se puede 
observar una expresión similar de Cog8 en ambas condiciones como referencia. B, Las células P19 se 
transfectaron con un vector de expresión para GFP-CnAβ1. Su colocalización con Cog8 (rojo) se analizó 
por inmunofluorescencia. Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Barra, 10 μm. C,  Las células P19 se 
transfectaron con RNA de interferencia contra un control o Cog8 junto al plásmido GFP-CnAβ1. La locali-
zación de GFP-CnAβ1 (verde), Cog8 (rojo) y GM130 (blanco) se determinó por inmunofluorescencia. Los 
núcleos se tiñeron con DAPI (azul). Los canales verde, rojo y blanco también se muestran por separado. 
Barra, 10 μm. 
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Figura 20. Cog8 es necesaria para la diferenciación a mesodermo de las células embrionarias. Las 
células embrionarias se transfectaron transitoriamente con dos RNA de interferencia contra Cog8 o un 
control y se diferenciaron a mesodermo. A-F, El RNA de las células fue extraído a varios tiempos y se 
analizó la expresión de los genes Cog8, BraT, Gsc y Eomes por qRT-PCR. Los resultados se muestran 
como la media de la de inducción de la expresión ±SEM sobre los valores de las células no diferenciadas. 
*p<0.05, ***p<0.001, ANOVA de dos vías con post-test de Bonferroni post-test (n=3). 
 
 
Para caracterizar la función que Cog8 podría tener en mESC decidimos 
inhibir su expresión durante la diferenciación a mesodermo de estas células. 
Aunque los RNA de interferencia para Cog8 sólo fueron funcionales durante las 
primeras 48 horas de la diferenciación (Fig. 20 A), a día 4 observamos una ba-
jada significativa de los marcadores de diferenciación a mesodermo (Fig. 20 B-
D), al igual que antes se había observado para CnAβ1. Estos resultados de-
muestran que la región C-terminal de CnAβ1 es la responsable de su función 
durante la diferenciación de células mESC a mesodermo, mediante su interac-
ción en el Golgi con la proteína Cog8.   
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REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE CALCINERUINA A BETA 1  
La regulación de la expresión de CnAβ1 es independiente de U1 
 
La diferente función de CnAβ1 y CnAβ2 así como su expresión diferen-
cial  sugieren que su transcripción está regulada de manera específica. Por otro 
lado, el análisis de la conservación del dominio C-terminal de CnAβ1 desde 
anfibios, analizada por BLAST, Clustal y el ECRbrowser, mostraron que la re-
gión codificante de CnAβ1 está muy conservada desde el anfibio Xenopus Tro-
picalis, y su secuencia de poliadenilación desde los reptiles Anolis carolinensis 
y Pelodiscus sinensis (Tabla 9 y Fig. 21). 
 
 
 
 
Tabla 9: Conservación de CnAβ1 y CnAβ2 entre mamíferos, aves, anfibios y peces. Los resultados  
muestran la detección de la región C-terminal codificante de CnAβ1 obtenidas en una búsqueda por 
BLAST, confirmadas por un análisis Clustal y observadas en el ECRbrowser. 
 
Especie CnAβ1 codi-
ficante 
CnAβ1 
polyA 
CnAβ2 
Homo sapiens    
Mus musculus    
Ratus norvergius    
Gallus gallus    
Anolis carolinensis    
Pelodiscus sinensis     
Xenopus tropicalis  x  
Takifugu rubripes x x  
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Figura 21: CnAβ1 está conservada desde Xenopus tropicalis. Conservación evolutiva mostrada por la 
base de datos ECRbrowser en la región final del gen ppp3cb (CnAβ) entre los animales Takifugo rubripes, 
Xenopus tropicalis, Gallus gallus, Ratus Norvergicus y Mus musculus comparados contra el genoma de 
Homo sapiens. 
 
A lo largo de los últimos años se han descrito diversos mecanismos para 
la regulación de las isoformas mediante poliadenilación alternativa (Elkon et al, 
2013). Estos mecanismos pueden agruparse en los tres siguientes: A, la expre-
sión de factores que regulan la poliadenilación o unión al RNA; B, la cinética de 
unión de los factores de poliadenilación (dependiente de la velocidad de trans-
cripción); y C, la regulación por la maquinaria de splicing, como la unión de la 
U1 snRNP (Berg et al, 2012; Vorlová et al, 2011). 
 
Para determinar si la unión de U1 snRNP regula la expresión de CnAβ1, se 
diseñó un morpholino contra su sitio de unión en el exón 12 del mRNA de 
CnAβ. Los morpholinos son ácidos nucleicos modificados capaces de unirse al 
RNA según el principio de complementariedad de bases de Watson y Crik. Ori-
ginalmente se diseñaron para la inhibición de la traducción por el bloqueo de la 
unión del ribosoma y se diseñaron contra la región 5’ no codificante. En la ac-
tualidad también se usan para el bloqueo de la unión de las proteínas y otros 
factores involucrados en el AS. Contrario a todo lo descrito anteriormente, 
nuestros resultados no mostraron un cambio en los niveles de  expresión de  
CnAβ1 por qRT-PCR al inhibir la unión de U1 snRNP, pero sí una disminución 
en los niveles de expresión de los exones 12-13 (Fig. 22 A). Esta bajada de 
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expresión fue consecuencia de la exclusión del exón 12 del tránscrito final, co-
mo se observó en una RT-PCR entre los exones 11 a 14 de CnAβ2 (Fig. 22 A).  
 
Recientemente se ha descrito que la unión de U1 snRNP en la región intrónica 
de los transcritos con isoformas de poliadenilación alternativa, especialmente  
en  aquellas  con  una  región intrónica extensa como la de CnAβ1, promueve 
su inhibición (Berg et al, 2012).  Basándonos en estos datos se determinaron 
los posibles sitios de unión de U1 en ratón y humano con el software ESEfin-
der. Los resultados mostraron una posición de potencial unión de U1 muy con-
servada entre ambas especies. En humanos se predijo la unión de U1 snRNP 
en la posición 397 del 3’ UTR, en la secuencia: AGGTTTTG TAC-
CCTGGTAAATGATGCCAAA. En ratón el software predijo su unión en la posi-
ción 417 del 3’UTR en la secuencia intrónica: AAATTTTGTAC-
CCTGGTAAATGATTAGAGT, quedando ambas muy cerca entre ellas (20 pa-
res de bases de diferencia). En base a estos resultados decidimos generar un 
morpholino contra la secuencia de humanos que usamos para evaluar si la U1 
se estaba uniendo a esta región e inhibiendo la maquinaria de poliadenilación. 
Los  resultados que obtuvimos no  mostraron  una alteración de los valores  de 
expresión de CnAβ1, los exones 12-13, ni el splicing entre los exones 11-14 
(Fig. 22 B). Estos resultados demostraron, contra todo pronóstico, que la ex-
presión de CnAβ1 es independiente de la unión de U1 a estas secuencias.  
 
Pese a que la unión de U1 ha sido descrita como el mayor regulador en 
este tipo de procesos, algunos estudios han demostrado que la unión del exón 
consecutivo puede influir, en menor manera, sobre la poliadenilación alternativa 
de algunos transcritos (Vorlová et al, 2011). Para evaluar la influencia del exón 
adyacente sobre la expresión de CnAβ1 se diseñó un morpholino contra la re-
gión flanqueante del exón 13 del gen CnAβ. Los resultados mostraron una ba-
jada en la inclusión de los exones 12-13 por RT-PCR debido a la exclusión del 
exón 13 del transcrito final (Fig. 22 C), pero no se vio un cambio significativo en 
los valores de expresión de CnAβ1. Estos datos demostraron que los meca-
nismos reguladores de la producción de CnAβ1 son independientes del proce-
so de splicing de sus exones flanqueantes. 
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Figura 22. CnAβ1 no está regulada por la exclusión de los exones 12 o 13 de CnAβ. A-C, La expre-
sión de CnAβ1 y la unión de los exones12-13 se analizó por qRT-PCR  y la expresión entre los exones 
12-14por RT-PCR. Se bloqueó la unión de U1 snRNP al exón 12 (A) o a un potencial sitio intrónico (B) y 
la unión del complejo U2 al exón 13 (C) usando distintos morpholinos (líneas rojas). Los datos están re-
presentados como la media de la inducción de la expresión génica ±SEM. ***p<0.001,T-Test (n=3).  
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La expresión de CnAβ1 está regulada por proteínas de unión al RNA  
 
Los resultados obtenidos con los morpholinos nos sugirieron que la re-
gulación de CnAβ1 podría estar mediada por proteínas de unión al RNA. Un 
artículo previo había descrito que el factor de splicing hnRNPF posee dos sitios 
de unión en la región 3’UTR de CnAβ1 identificados por CLIP-Seq (Huelga et 
al, 2012) (Fig. 23 A). Para investigar el posible papel de hRNPF como regula-
dor de CnAβ1, se inhibió la expresión de hnRNPF mediante un RNA horquilla-
do de pequeño tamaño (short hairpin RNA – shRNA) expresado por el plásmido 
lentiviral PLTKO, cedido por el Dr. Gene Yeo, en células HEK-293T. Los resul-
tados mostraron un incremento significativo en los niveles de CnAβ1 y una ba-
jada en los niveles de CnAβ2 (Fig. 23 B), comparados con dos controles que 
contenían un shRNA contra la secuencia de la Luciferasa (Luc) o un control sin 
diana (non targeting control - NTC). 
 
Dado que CnAβ1 está regulado por hnRNPF en HEK-293T, se interfirió 
su expresión en mESC diferenciadas a mesodermo para confirmar la regula-
ción de CnAβ1 por esta proteína de unión a RNA en células de ratón. En este 
caso se usaron dos RNA de interferencia, dado que el shRNA estaba diseñado 
para la secuencia de CnAβ de humanos, que no es completamente homóloga a 
la de ratón. Curiosamente, la bajada de hnRNPF en mESC no reprodujo los 
resultados obtenidos en las células HEK-293T (Fig. 23 C). 
 
 Estos resultados sugerían que la regulación de CnAβ1 en mESC podía 
estar mediada por otras proteínas de unión  a RNA. Recientemente se ha des-
crito que el factor de splicing Mbnl1 posee dos sitios de unión en la región C-
terminal de CnAβ1 en la línea mioblástica de ratón C2C12 (Fig. 24 A) (Wang et 
al, 2012) , en la que la expresión de CnAβ1 está enriquecida en comparación 
con  tejidos adultos  (Fig. 24 B)  (Lara-Pezzi et al, 2007; Wang et al, 2012).  Así  
mismo, Mbnl1 y Mbnl2 han sido relacionadas con la diferenciación de mESC  
(Han et al, 2013), y sus sitios de unión en C2C12 están asociados con cambios 
de splicing en las mESC durante la diferenciación (Han et al, 2013). Como se 
observa en la Fig. 24 C, la inhibición de Mbnl1, pero no de Mbnl2, por RNA de 
interferencia produjo una disminución significativa en los niveles de transcrip-
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ción de CnAβ1 en mESC diferenciadas a mesodermo (Fig. 23 C). Estos datos 
demuestran que la expresión de CnAβ1 en diferentes tipos celulares depende 
de la unión de diferentes proteínas de unión al RNA. 
 
 
 
 
Figura 23: hnRNPF regula la expresión de CnAβ1 en células HEK 293T, pero no en células embrio-
narias de ratón. A, hnRNPF posee dos sitios de unión en CnAβ descritos por CLIP-Seq en 293T 
(GSE34992) (Huelga et al, 2012). B, Análisis por qRT-PCR de hnRNPF, CnAβ1 y CnAβ2 tras la expresión 
de los shRNA contra Luciferasa (Luc), un transcrito no codificante (NTC) o hnRNPF en 293T usando el 
vector lentiviral pLTKO. C, Análisis por qRT-PCR de hnRNPF, CnAβ1 y CnAβ2 en células embrionarias 
tras la transfección de un siRNA control y dos siRNA contra hnRNPF de ratón. Los datos están represen-
tados como media de la inducción de la expresión génica ±SEM. #p<0.05, #  p<0.01 comparados con el 
control de Luciferasa (Luc) (B), *p<0.05, **p<0.01 comparados con el control sin diana (Non targeting 
control-NTC) (B), ***p<0.001 (C) ANOVA de una vía con post test de Dunnett (n=3).  
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Figura 24. Mbnl1 regula los niveles de expresión CnAβ1 en células embrionarias. A, Datos de ex-
presión y unión de Mbnl1 por CLIP-Seq y RNA-Seq en C2C12, corazón (heart), músculo (muscle) y cere-
bro (brain) de ratón en la región final del gen Ppp3cb (CnAβ)  que codifica para las isoformas CnAβ1 y 
CnAβ2 (GSE39911); B, Análisis por qRT-PCR de la expresión de Mbnl1, Mbnl2,  CnAβ1 y CnAβ2 tras la 
transfección de un conjunto de siRNA control sin diana, contra Mbnl1 o contra Mbnl2 en células embriona-
rias. Los datos muestran la media de la inducción de la expresión génica ±SEM, *p<0.05, **p<0.01, ANO-
VA de una vía con post test de Dunnett (n=3). 
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CARACTERIZACIÓN DE UN RATÓN DEFICIENTE PARA EL 
INTRÓN 12-13 DE CALCINEURINA A BETA 
Los ratones CnAβΔi12 son viables 
 
Con el fin de determinar la función in vivo de CnAβ1 se generó un ratón 
que careciese de su región C-terminal. Para ello se fusionaron los exones 12-
13 eliminando la región del exón 12 extendido que codifica para el C-terminal 
de CnAβ1 (intron 12-13 en CnAβ), de manera que sólo sería capaz de producir 
la isoforma CnAβ2 (Fig. 25 A). Los ratones generados se denominaron 
CnAβΔi12 debido a que no solo carecían del dominio de CnAβ1, sino también 
del resto del intrón. Esta construcción fue introducida por recombinación homó-
loga en células embrionarias. Para la selección de los clones positivos se intro-
dujo un casete de resistencia CMV-Neomicina entre dos sitios flox en el intrón 
13-14 (Fig. 25 A). Para la eliminación del casete de resistencia, los ratones he-
terocigotos se cruzaron con un animal que sobreexpresa la recombinasa Cre 
bajo el control del promotor Sox2. Esto logra la completa depleción del casete 
de resistencia en todos los tejidos adultos al ser sobreexpresado en las células 
embrionarias y epiblásticas del ratón.  
 
Los ratones CnAβΔi12 nacen siguiendo una proporción mendeliana entre cruces 
heterocigotos (Fig. 25 B). El análisis de embriones CnAβΔi12 homocigotos o he-
terocigotos a estadio E9.5 no mostró cambios en el fenotipo comparados con 
los embriones control (wild type) de su misma camada (Fig. 25 C).  
 
Al no encontrar problemas de desarrollo en los embriones, y nacer los 
homocigotos siguiendo las proporciones mendelianas, se procedió al análisis 
de los animales adultos a dos meses de edad. Los ratones CnAβΔi12 homocigo-
tos (en adelante ratones CnAβΔi12) tienen un peso similar al de los animales WT 
y no presentan signos externos diferenciales. El análisis histológico por tinción 
con hematoxilina  y  eosina  de  corazón,  hígado,  páncreas,  bazo, músculo,  y 
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Figura 25. Los ratones CnAβΔi12 no presentan defectos embrionarios y nacen en una proporción 
mendeliana. A, Estrategia usada para la eliminación de la región específica que codifica para el dominio 
C-terminal de CnAβ1. B, Porcentaje de ratones nacidos de cruces heterocigotos (n=69). C, Embriones 
control y CnAβΔi12 a estadio E9.5. 
 
pulmón no mostró signos claros de ninguna alteración patológica en estos ani-
males (Fig. 26 A-H).  Para comprobar si los animales CnAβΔi12 eran fértiles, se 
cruzaron entre ellos y se obtuvieron varias camadas con una proporción de en-
tre 7 a 10 crías por cruce. Todos estos datos confirmaron que los animales 
CnAβΔi12 son viables, fértiles y en apariencia normales.  
 
Los ratones CnAβΔi12 no presentan alteraciones hematopoyéticas a 
dos meses de edad 
 
Basándonos en los datos previos que mostraban un enriquecimiento de 
CnAβ1 en células embrionarias y células troncales de músculo, decidimos ana-
lizar  los  niveles de expresión de las isoformas de  CnAβ en otros linajes  de 
células troncales, como las de la médula ósea (Hematopoietic Stem Cells – 
HSC).  Para determinar  los niveles de expresión de CnAβ1 y CnAβ2 decidimos
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Figura 26. Los ratones CnAβΔi12 no presentan cambios histológicos significativos. A-H, Tinción por Hematoxilina y Eosina en ratones adultos (2 meses) de corazón (A), 
pulmón (B), páncreas (C), músculo (D), hígado (E), bazo (F), riñón (G) y testículo (H). Barra, 50μm. 
Resultados 
103 
 
usar unos datos de expresión por microarray publicados (Galan-Caridad et al, 
2007; Sung et al, 2006), donde se comparan ESC con HSC y la expresión en 
diferentes subpoblaciones de HSC, y cuyos resultados se encuentran accesi-
bles en la base de datos del Gene Expression Omnibus (GEO). El análisis de 
sus datos de GEO (GDS2398 y GDS2718), mostró un incremento en la expre-
sión de CnAβ1 en HSC respecto a mESC (Fig. 27 A, B), estando más enrique-
cida en las células troncales de tiempo corto (short term Hematopoietic Stem 
Cells – ST HSC). Por otro lado, los valores de expresión de CnAβ2 mostraron 
un patrón similar entre mESC y HSC, pero no en las ST HSC (Fig. 27 C, D). 
Para determinar la influencia de CnAβ1 en la producción de sangre se realizó 
un análisis hematológico (Tabla 10), en la que los datos analizados no mostra-
ron ninguna diferencia significativa entre ambos grupos. Pese a no observarse 
cambios en el análisis hematológico, existía la posibilidad de que hubiese un 
cambio en la homeostasis de las células troncales hematopoyéticas (HSC). 
Para ello se realizó un análisis por citometría de flujo en colaboración con el 
grupo de la Doctora Susana González (CNIC). Para ello se procedió a la ex-
tracción de las HSC del fémur y la tibia de los animales y a su posterior marcaje 
con anticuerpos contra distintas proteínas de membrana específicas de linaje, 
marcados con fluorocromos. Los resultados no mostraron una diferencia signi-
ficativa entre los animales CnAβΔi12 y los controles (Tabla 11), aunque tampoco 
terminaron de ser concluyentes debido a la alta variabilidad observada dentro 
de los grupos, y al bajo número de animales utilizado. 
 
Los ratones CnAβΔi12 desarrollan hipertrofia cardiaca a con la edad 
 
La sobreexpresión de una isoforma constitutivamente activa de calcineurina A 
en el corazón produce hipertrofia mal adaptativa, caracterizada por un creci-
miento masivo del corazón, la aparición de fibrosis intersticial y una baja capa-
cidad de contracción (Molkentin et al, 1998). Nosotros hemos demostrado que 
la sobreexpresión de CnAβ1 en el corazón adulto tras el infarto de miocardio 
favorece la función cardiaca por la liberación de VEGF desde los cardiomiocitos 
favoreciendo la vascularización del área fibrótica del corazón (López-Olañeta et 
al, 2014).  Basándonos  en  estos  resultados  decidimos caracterizar la función  
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   Uds. WT CnAβΔi12 p-valor 
WBC 10^3/mm3 10.31 7.40 0.09 
RBC 10^6/mm3 10.28 9.55 0.43 
HGB g/dL 15.63 14.83 0.56 
HCT % 50.14 46.54 0.42 
MCV µm3 49.00 48.57 0.54 
MCH pg 15.27 15.50 0.36 
MCHC g/dL 31.26 31.83 0.09 
RDW % 9.47 9.16 0.54 
PLT 10^3/mm3 931.43 1031.71 0.34 
MPV µm3 8.10 7.73 0.44 
NEUT % 22.79 17.81 0.40 
LYN % 74.30 78.99 0.42 
MONO % 1.64 1.71 0.83 
EOS % 1.10 1.13 0.94 
BASO % 0.17 0.36 0.30 
NEUT 10^3/mm3 2.17 1.49 0.31 
LYM 10^3/mm3 7.83 5.71 0.15 
MONO 10^3/mm3 0.18 0.12 0.15 
EOS 10^3/mm3 0.11 0.08 0.34 
BASO 10^3/mm3 0.02 0.02 1.00 
 
 
Tabla 10: Análisis hematológico de los animales control y CnAβΔi12. La  presencia de las 
siguientes poblaciones celulares se analizó en la sangre de los animales utilizando un citómetro 
Pentra 80: leucocitos (WBC), glóbulos rojos (RBC), hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT), 
volumen corpuscular medio (MCV), hemoglobina corpuscular media (MCH), concentración de 
hemoglobina corpuscular media (MCHC), ancho de distribución eritrocitario (RDW), plaquetas 
(PLT), volumen piastrínico medio (MPV), neutrófilos (NEUT), linfocitos (LYN), monocitos 
(MONO), eosinófilos (EOS), basófilos (BASO), neutrófilos (n=7). 
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  WT WT CnAβΔi12 CnAβΔi12 
Células troncales 
Multipotentes 53.2 44.03 45.5 46.3 
Células troncales 
de tiempo corto 36.8 48.2 45.4 43 
Células troncales 
de tiempo largo 4.4 7.6 2.6 6.1 
Células troncales 
linfoides 25.2 25.5 32.6 23.5 
Células troncales 
mieloides 3.2 3.2 3.6 2.8 
 
Tabla 11: Análisis de las poblaciones de células troncales hematopoyéticas (HSC). Las diferentes 
poblaciones de células troncales se analizaron usando los siguientes marcadores: células troncales multi-
potentes (Lin-cKIT+Sca1+CD135-CD34-), células troncales de tiempo corto (Lin-cKIT+Sca1+CD135-
CD34bajo), células troncales de tiempo largo (Lin-cKIT+Sca1+CD135+CD34bajo), células troncales linfoides 
(Lin-cKITbajo,Sca1bajo,CD127+), células troncales mieloides (Lin-cKIT+Sca1-). 
 
 
Figura 27. La expresion de CnAβ1 es más alta en células troncales hematopoyéticas. A-D, Valores 
normalizados para la sonda específica de CnAβ1 1433835_at o CnAβ2 148473_at de los microarrays de 
Affimetrix. La comparación entre mESC y HSC pertenece al experimento GDS2398 (n=2), y la compara-
ción de la expresión a diferentes estadios al experimento GDS2718 (n=1). Los datos se han expresado 
como media de la señal en el microarray para cada sonda ±SEM. ***p<0.001 T-Test (GDS2398).  
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de CnAβ1 en el corazón por una parte en ratones a distintas edades y por otra 
en un modelo de sobrecarga de presión, que induce una hipertrofia ventricular 
maladaptativa similar a la que se desarrolla en humanos en respuesta a este-
nosis aórtica. 
 
El análisis ecocardiográfico de la funion y la estructura cardiaca no mos-
tró diferencias entre los ratones wild type y los CnAβΔi12 a dos y ocho meses de 
edad. Sin embargo los ratones CnAβΔi12 desarrollaron una hipertrofia cardiaca 
que se manifiestó a partir de los 15 meses de edad, junto a una dilatación del 
ventrículo izquierdo (Tabla Suplementaria 5). Los resultados ecocardiográficos 
muestran un incremento significativo en la masa del corazón a 15 meses de 
edad (Fig. 28 A), asociada a un incremento en la masa de la pared posterior 
(Fig. 28 B) y la pared anterior (Fig. 28 C). Así mismo se observó una dilatación 
del ventrículo izquierdo medida por el volumen en diástole (Fig. 28 D), y una 
menor capacidad de contracción medida por el volumen en sístole (Fig. 28 E), 
que produce la disminución en la fracción de eyección (Fig. 28 F).  Curiosa-
mente, el análisis por QRT-PCR de la expresión de CnAβ1 y CnAβ2 mostró un 
incremento significativo en los niveles de expresión de ambas isoformas a 15 
meses de edad (Fig. 29 A, B), que fue más pronunciado en el caso de CnAβ1 
(Fig. 29 A).  
 
Para intentar identificar si el fenotipo observado se debe a un problema 
cardiaco o está asociado a otros factores externos se midió  la presión  arterial 
a 2 y 15 meses (Fig. 30 A, B).  Los resultados no mostraron ningún cambio sig-
nificativo  entre los grupos, sugiriendo que el problema  podía estar asociado a 
algún problema en el corazón, aunque no podemos descartar otras posibilida-
des como la estenosis aórtica. 
 
La actividad de calcineurina/NFAT se ha descrito como uno de los prin-
cipales mediadores de la respuesta hipertrófica en el corazón. Uno de los prin-
cipales genes activados por NFAT es la isoforma de Rcan1 Rcan1.4, cuya ex-
presión está controlada por un multímero de sitios de unión a NFAT, mientras 
que la isoforma Rcan1.1 no depende de la activación de este factor de trans-
cripción (Fig. 31 A) (Canellada et al, 2008; Esteban et al, 2011). A los 2 meses 
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de edad no se observaron diferencias en la expresión de ninguna de las iso-
formas de Rcan1 (Fig. 31 B, C)). A los 15 meses se observó una inducción sig-
nificativa en Rcan1.1 con respecto a 2 meses, aunque no se encontraron dife-
rencias entre los dos grupos de ratones (Fig. 31 B).  Por el contrario, la isofor-
ma   Rcan1.4   sufrió   un   aumento   significativo   en   los   ratones   CnAβ1Δi12  
 
Figura 28. Los ratones CnAβΔi12 desarrollan hipertrofia y dilatación ventricular a los 15 meses. A-F 
Medidas ecográficas de la pared posterior del ventrículo izquierdo en diástole (LVPWd), la masa ventricu-
lar corregida del ventrículo izquierdo (LV Mass corrected), la pared anterior del ventrículo izquierdo en 
diástole (AWd), volumen del ventrículo izquierdo en diástole (LV Vol d), volumen del ventrículo izquierdo 
en sístole (LV Vol s), y la fracción de eyección (EF). Los datos se han expresado como media de los valo-
res ±SEM. *p<0.05. **p<0.01, ***p<0.001 respecto del grupo control a cada tiempo analizado. ##p<0.01, 
###p<0.001 respecto de los animales de ese grupo a dos meses, ANOVA de dos vías con post test de 
Bonferroni (n≥7). 
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Figura 29. La expresión de las isoformas CnAβ1 y CnAβ2 se incrementa con la edad. A, B, Análisis 
cuantitativo de la expresión de CnAβ1 y CnAβ2 en los ratones a 2 y 15 meses de edad en ratones control 
y CnAβΔi12. Los datos están expresados como la media ±SEM. *p<0.05, **p<0.001 respecto del grupo 
control al tiempo analizado, #p<0.05 respecto del mismo grupo a 2 meses.  ANOVA de dos vías con post 
test de Bonferroni. 
 
Figura 30: La presión arterial no está alterada en los animales CnAβΔi12. A,B, Presión arterial medida 
en la cola de los animales en un equipo BP2000 (Visitech Systems) a 2 y 15 meses de edad en ratones 
despiertos. Los datos se han expresado como media ±SEM, p>0.05, no se encontraron diferencias esta-
dísticamente significativas en un ANOVA de dos vías (n≥7). 
 
comparados con los controles, en los que se indujo de una forma más modera-
da  (Fig. 31 C), sugiriendo que el aumento observado en los animales CnAβΔi12 
es consecuencia y no causa de la hipertrofia, dado que a dos meses no se ob-
servó una inducción. 
 
El análisis de la expresión de marcadores de insuficiencia e hipertrofia 
cardiaca a 15 meses mostró un ligero incremento significativo en la expresión 
de BNP, pero no de ANF (Fig. 32 A, B). Así mismo, no se observaron cambios 
significativos en la expresión de los marcadores de fibrosis colágeno I 1 
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(Col1a1) o lisil oxidasa (Lox), encargada de la maduración de las fibras de co-
lágeno (Fig. 32 C, D). Esto podría ser debido a que el desarrollo de la enferme-
dad se encontraba en una fase inicial, y que aun necesitaba más tiempo para 
activar diferentes vías implicadas en el remodelado cardiaco. 
 
 
Figura 31. La expresión de Rcan1.4 a 15 meses de edad está elevada en los ratones CnAβ1Δ12. A, El 
gen Rcan produce al menos dos isoformas controladas por dos promotores independientes, Rcan 1.1 y 
Rcan 1.4, de las que sólo Rcan1.4 es inducida por NFAT. Las flechas indican la posición de los cebadores 
usados para la amplificación por QRT-PCR. B,C Inducción de la expresión de las isoformas de Rcan1: 
Rcan1.1 y Rcan1.4 a 2 y 15 meses.  Los datos están representados como media de la inducción de la 
expresión génica ±SEM. ***p<0.001 respecto del grupo control al tiempo analizado; ##p<0.01, 
###p<0.001 respecto de los animales de ese grupo a dos meses, ANOVA de dos vías con post-test de 
Bonferroni (n≥7). 
 
La sobreexpresión de CnAβ1 en el corazón disminuye el remodela-
do tras la constricción aórtica 
 
Nuestros resultados previos han demostrado el beneficio de la sobreexpresión 
de CnAβ1 en el corazón tras el infarto de miocardio (Felkin et al, 2011; López-
Olañeta et al, 2014).    Así   mismo  no   hemos   observado   un  desarrollo   de 
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Figura 32. Los ratones CnAβ1Δ12 presentan un incremento significativo de BNP a 15 meses de 
edad. A-D, Expresión de los marcadores de insuficiencia e hipertrofia cardiaca BNP, ANF y los marcado-
res de fibrosis Col1a1 y LOX en ratones control y CnAβ1Δ12 a 15 meses de edad. Los datos están repre-
sentados como media de la inducción de la expresión génica ±SEM. *p<0.05 T-Test (n=19). 
 
problemas cardiacos con el tiempo en estos ratones (Felkin et al, 2011), de-
mostrando que a diferencia de otras calcineurinas (Molkentin et al, 1998), la 
sobreexpresión de CnAβ1 no es perjudicial para el corazón. 
 
Para determinar si la sobreexpresión de CnAβ1 es beneficiosa en el con-
texto de sobrecarga por presión, decidimos usar un modelo de hipertrofia car-
diaca maladaptativa inducida por la oclusión parcial del callado aórtico median-
te su ligadura parcial (Trans Aortic Constriction - TAC). Esto genera un incre-
mento significativo en la presión intracardiaca en el ventrículo izquierdo que 
tiene que ser compensada por una hipertrofia del mismo. Como control se usa-
ron ratones operados a los que se había abierto el pecho de forma similar, pero 
a los que no se realizó la constricción aórtica (Sham). Para estudiar la función 
de CnAβ1 específicamente en los cardiomiocitos se usó una línea de ratón 
transgénico que contenía la construcción αMHC-CnAβ1, que expresa la isofor-
ma CnAβ1 bajo el control del promotor cardio-específico αMHC de cardiomioci-
tos. Estos experimentos fueron llevados a cabo por la técnico de laboratorio 
Marina Mercedes López Olañeta y por la Dra. María Villalba en el grupo. 
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Los resultados mostraron una reducción significativa de la masa ventri-
cular  en relación al peso del ratón (Fig. 33 A) y en su medida ecográfica (Fig. 
33 B), así como del grosor de la pared posterior y el septo interventricular (Fig. 
33 C, D) en los ratones que sobreexpresan CnAβ1 comparados con los ratones 
control 21 días tras el TAC (Tabla Suplementaria 6). La cuantificación del área 
de los cardiomiocitos en secciones  mediante  técnicas de  histología mostró 
una reducción  significativa del tamaño de éstos en los ratones que sobrexpre-
saban CnAβ1 (Fig. 33 E).  Así mismo, los ratones αMHC-CnAβ1 mostraron una  
 
 
 
 
Figura 33. La sobreexpresión de CnAβ1 reduce la hipertrofia cardiaca. A, Se indujo una hipertrofia 
cardiaca por el aumento de presión en el ventrículo izquierdo en ratones control (WT) y sobreexpresantes 
de CnAβ1 (αMHC-CnAβ1) por la constricción de la aorta y se determinó el peso del corazón dividido entre 
el peso del ratón (HW/BW) 21 días después de la cirugía. Como control se utilizó una cirugía en la que se 
abre el pecho pero no se realiza la constricción de la aorta (Sham). B-D, La masa del ventrículo izquierdo 
(B) y, el grosor de la pared posterior (LVPW) y el septo interventricular (IVS) (C,D), se analizaron por 
ecografía 21 días después de la ligadura. E, Análisis del tamaño de los cardiomiocitos en cortes analiza-
dos por inmunohistoquímica. F, La fracción de eyección se determinó en los ratones 21 días después de 
la ligadura. Los datos están representados como media ±SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 TAC vs 
Sham para cada línea de ratón; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<.0005 WT vs transgénico; ANOVA de dos vías 
con post-test de Bonferroni (n≥13). 
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Figura 34. La sobreexpresión de CnAβ1 disminuye la inducción de los marcadores de insuficiencia 
cardiaca y fibrosis. A-D, Se indujo una hipertrofia cardiaca por el aumento de presión en el ventrículo 
izquierdo en ratones control (WT) y sobreexpresantes (αMHC-CnAβ1) por la constricción de la aorta y se 
analizó la inducción de la expresión de los marcadores de insuficiencia cardiaca ANF y BNP (A,B) o de 
fibrosis Col1a1 y Lox (C,D) 21 días después de la ligadura. E, Análisis de la fosforilación de Smad2 en el 
corazón 21 días después de la inducción de una hipertrofia cardiaca. Los ratones Sham fueron operados, 
pero no se les indujo la hipertrofia cardiaca, mientras que sí se hizo con los TAC. Los datos están repre-
sentados como ±SEM. *p<0.05, ***p<0.005 TAC vs Sham para cada línea de ratón; ##p<0.01,  
###p<0.005 WT vs transgénico; ANOVA de dos vías con post-test de Bonferroni (n≥13). 
 
mayor capacidad de contracción tras el TAC que los ratones wild type (Fig. 33 
F), así como una menor expresión de los marcadores de daño cardiaco ANF y 
Acta1 (Fig. 34 A, B), que se encontraban muy inducidos en los ratones control. 
 
La inducción de hipertrofia por el incremento de presión intraventricular 
se caracteriza por la aparición de fibrosis intersticial y perivascular. Los resulta-
dos mostraron una reducción en los niveles de expresión de colágeno (Col1a1) 
y de la lisil oxidasa (Lox) (Fig. 34 C, D). Por otro lado, también se observó una 
reducción en los niveles de fosfo-SMAD2 en los ratones sobreexpresantes (Fig. 
34 E), que sugería una inhibición parcial de la vía de señalización de TGF-β, 
que promueve la fibrosis. Estos datos fueron validados histológicamente en los 
ratones αMHC-CnAβ1. Al analizar los niveles de fibrosis en una tinción de tri-
crómico de Masson 21 días tras la TAC (Fig. 35 A-D), se observaron en los ra-
tones que sobrexpresaban CnAβ1 unos valores cercanos a los de los ratones 
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sin sobrecarga de presión, significativamente menores que los de los ratones 
wild type tras la TAC.  
 
Como se ha mencionado anteriormente, la ruta de señalización de calci-
neurina/NFAT es uno de los principales mediadores en la hipertrofia cardiaca. 
Se decidió analizar la actividad de NFAT con el fin de determinar si la sobreex-
presión de CnAβ1 pudiese actuar como un inhibidor natural al secuestrar todas 
 
 
 
Figura 35. La sobreexpresión de CnAβ1 reduce la fibrosis cardiaca. A, Se indujo hipertrofia cardiaca 
por el aumento de presión en el ventrículo izquierdo en ratones control (WT) y sobreexpresantes (αMHC-
CnAβ1) por la constricción de la aorta (TAC) o se llevó a cabo una cirugía control (Sham) y se analizó la 
fibrosis por histología 21 días después de la TAC mediante una tinción de tricrómico de Masson. Barra, 
100 μm. B, Cuantificación de la fibrosis intersticial como el porcentaje de área en cada imagen que estaba 
teñida con colágeno, respecto al tejido total en la imagen. C, La inducción de hipertrofia cardiaca se reali-
zó como en (A) y se analizó la fibrosis por histología con una tinción de tricrómico de Masson. D, Cuantifi-
cación de la fibrosis perivascular relativa al grosor del área del vaso.  Los valores están expresados como 
media ±SEM. *p<0.05 TAC vs Sham para cada línea de ratón; #p<0.05 WT vs transgénico; ANOVA de 
dos vías con post-test de Bonferroni. n≥13, se analizaron al menos 2 imágenes por animal. 
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Figura 36. La sobreexpresión de CnAβ1 no inhibe la activación de NFAT. A,B, Inducción de la expre-
sión de Rcan1.1 y Rcan1.4 en ratones control (WT) y ratones con una inducción constitutiva de CnAβ1 en 
cardiomiocitos (αMHC-CnAβ1) en condiciones sin la inducción de hipertrofia (Sham) y tras la inducción de 
una hipertrofia aguda por la ligadura de la aorta (TAC). C, Análisis de la actividad de Luciferasa en rato-
nes control (WT/NFAT-Luc) y sobreexpresantes de CnAβ1 (α-MHC-CnAβ1/NFAT-Luc), en los que la ex-
presión de luciferasa está controlada por un multimero de sitios de unión de NFAT, en condiciones simila-
res a las de A y B. *p<0.05 respecto de la condición Sham en cada grupo, no se encontraron diferencias 
significativas entre los grupos en las condiciones Sham o TAC (p>0.05), ANOVA de dos vías con post-test 
de Bonferroni. n≥7 (A,B), n≥5 (C) 
 
las moléculas de la subunidad reguladora de calcineurina CnB u otra proteínas 
que se unen a CnA, y competir así con la calcineurina endógena de tal manera 
que la sobrexpresión de CnAβ1 se convirtiera en un inhibidor indirecto de su 
actividad. Para ello se analizó la expresión de las diferentes isoformas del gen 
Rcan1. Nuestros resultados mostraron una fuerte inducción de la expresión de 
Rcan1.4 (Fig. 36 A), que se encuentra fuertemente regulada por NFAT, pero no 
en Rcan1.1 (Fig. 36 B) en los modelos de hipertrofia. No se observaron dife-
rencias entre los ratones control y los ratones sobreexpresantes (Fig. 36 A), 
sugiriendo que la actividad de NFAT no se encontraba alterada por la inducción 
de CnAβ1. Para confirmar estos resultados, se cruzaron los ratones αMHC-
CnAβ1 con unos ratones que expresan el gen reportero Luciferasa bajo el con-
trol de un promotor con 9 sitios de unión para NFAT junto a un promotor míni-
mo de CMV. Los resultados mostraron una fuerte inducción de Luciferasa tras 
la hipertrofia cardiaca, coincidiendo con la inducción de Rcan1.4 (Fig. 36 C), sin 
encontrarse diferencias significativas entre los dos grupos.  Todos estos resul-
tados demuestran que CnAβ1, a diferencia de otras calcineurinas, reduce el 
remodelado cardiaco tras el incremento de presión intracardiaca, sin alterar la 
señalización de NFAT. 
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DISCUSIÓN 
 
CnAβ1 regula la diferenciación a mesodermo controlando la señali-
zación de Akt desde el Golgi 
 
Las diferencias en la expresión de CnAβ1 entre células embrionarias y 
tejidos de ratones a diferentes estadios post-parto sugirieron una función de 
CnAβ1 en células embrionarias. Resultó interesante observar que los niveles 
de CnAβ1 se inducían durante la diferenciación hacia mesodermo temprano, 
pero no ectodermo, que sus niveles se encontraban también más elevados a 
tiempo P1 en algunos órganos derivados de éste linaje (corazón y riñón) y que 
su expresión decaía con el tiempo, sugiriendo también un papel en el proceso 
de diferenciación. 
 
Nuestros datos demuestran esta hipótesis inicial al mostrar una pérdida 
en la capacidad de diferenciación de las células embrionarias hacia mesoder-
mo tras la inhibición de la expresión de CnAβ1. Así mismo, hemos demostrado 
que el mecanismo molecular mediante el cual favorece la diferenciación hacia 
linaje mesodérmico es mediante el control de la activación de Akt y la posterior 
regulación de la vía de señalización de GSK3β y β-catenina.  
 
Pese a la importancia que el AS tiene en la diversidad proteica, son po-
cos los estudios que han tratado de identificar las propiedades alternativas que 
los exones alternativos pueden ejercer sobre la estructura (Rodriguez et al, 
2013; Tress et al, 2007). Pese a las conclusiones extraídas de estudios globa-
les (Djebali et al, 2012; Tress et al, 2007), el estudio de la generación de nue-
vas proteínas por AS ha sido mejor caracterizada por algunos estudios indivi-
duales (Gabut et al, 2011; Lu et al, 2014), mostrando las implicaciones reales 
que el AS puede tener sobre las proteínas a nivel funcional. La caracterización 
estructural de CnAβ1, mediante la generación de un modelo estructural usando 
el software Itaser, nos indicó la existencia de dos α-hélices en la región C-
terminal. La alta conservación evolutiva de CnAβ1 nos permitió compararla con 
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la de otras especies y ver que ambas hélices se encuentra evolutivamente con-
servadas y parecen tener funciones diferentes sobre la función de CnAβ1.  
 
 A lo largo del texto hemos demostrado como la segunda α-hélice posee 
la información suficiente y necesaria para dirigir la localización de CnAβ1 al 
aparato de Golgi, y que ésta es requerida para la activación de la ruta de seña-
lización de Akt por CnAβ1. Curiosamente, la vía de señalización de Akt/mTOR 
ha sido previamente asociada a éste orgánulo (Schenck et al, 2008; Schroder 
et al, 2007; Thomas et al, 2014; Xiangyu & X F Steven, 2007; Yuan et al, 2015), 
y algunas proteínas del Golgi como Golph3 han sido directamente relacionadas 
con la fosforilación de la S473 que realiza mTORC2 (Scott et al, 2009). La re-
gión responsable de la localización en el Golgi de CnAβ1 es similar a la región 
de mTOR que lo localiza en este mismo orgánulo (Xiangyu & X F Steven, 
2007), lo que contribuiría a explicar la capacidad de CnAβ1 para activar la ruta 
de señalizacion Akt mediante su localización en el aparato de Golgi mediada 
por Cog8.  
 
Los estudios previos relacionados con la función de Cog8 la han descrito 
como una proteína de membrana que interacciona con los complejos Cog y 
SNARE requeridos para el anclaje y transporte de vesículas al Golgi (Willett et 
al, 2013). No obstante, y al igual que ha sido descrito para otras proteínas del 
aparato de Golgi como Golph3 o GM130 (Dippold et al, 2009; JH et al, 2015), 
es posible que las interacciones de Cog8 descritas hasta la fecha no sean las 
únicas, como nosotros hemos observado en el caso de CnAβ1. La localización 
en el Golgi de los complejos mTORC1 y mTORC2 tiene además un sentido 
funcional, dado que ambos juegan un papel en la regulación del movimiento 
celular (Liu et al, 2010; Sarbassov et al, 2004), y el aparato de Golgi juega un 
papel muy importante en la organización de los microtúbulos (Millarte & Farhan, 
2012; Miller et al, 2009; Rivero et al, 2009; Sütterlin & Colanzi, 2010). Nuestros 
datos sugieren que, la regulación funcional de Akt en el aparato de Golgi es 
necesaria para el proceso de diferenciación, y está de acuerdo con la literatura 
anterior donde se describe que la regulación de Akt en diferentes dominios 
subcelulares puede determinar la especificidad funcional de esta ruta de seña-
lizacion (Betz & Hall, 2013; Thomas et al, 2014). En línea con estos resultados 
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existen varias isoformas de mSin1, que forman parte del complejo mTORC2 
(Schroder et al, 2004; Yuan et al, 2015), de las cuales tan solo 1 se localiza en 
el Golgi (Yuan et al, 2015). Esta isoforma es capaz de regular la fosforilación de 
Akt en la S473 (Frias et al, 2006; Yuan et al, 2015). Así mismo se han descrito 
varias isoformas del gen Protor1, del complejo mTORC2, de las cuales tan solo 
2 interaccionan con Rictor (Pearce et al, 2007). Aunque no se han publicado la 
existencia de diferentes isoformas para Rictor, una búsqueda en Ensembl 
muestra la existencia de múltiples isoformas para este gen, muchas de ellas 
eliminando la región terminal de la proteína, lo que sugiere que hay diversas 
isoformas con distintas funciones. Por otra parte, la localización de diferentes 
proteínas específicas del complejo mTORC2, Rictor y mSin1, ha sido relacio-
nada con el Retículo Endoplásmático (ER) o el aparato de Golgi respectiva-
mente (Betz et al, 2013; Boulbés et al, 2011; Schroder et al, 2007; Yuan et al, 
2015). Debido a que la fosforilación de Akt en la S473 se produce en un domi-
nio hidrofóbico, se sugirió durante un tiempo que ésta debía ser cotraduccional, 
lo cual fue demostrado hace unos años (Oh et al, 2010). Estos resultados, junto 
a la localización de Rictor en el ER (Betz et al, 2013; Boulbés et al, 2011) han 
promovido la hipótesis de que Akt es fosforilada por mTORC2 en éste orgánulo 
(Betz & Hall, 2013) y han dejado de lado la localización de mSIN1 en el Golgi 
(Schroder et al, 2007; Yuan et al, 2015). Sin embargo, un estudio reciente en el 
que se han identificado todas las proteínas que son producidas por los riboso-
mas del ER usando RNA-Seq, no ha identificado ni Akt, ni Rictor entre sus 
candidatos (Jan et al, 2014). Existe la posibilidad de que Rictor fosforile Akt en 
el ER de manera cotraduccional haciendo uso de ribosomas libres, no obstan-
te, y a la luz de la diferente localización de las proteínas del complejo mTORC2 
y de la existencia de diferentes complejos mTORC2 (Frias et al, 2006), será 
importante revisar los datos hasta ahora publicados. Todos estos resultados 
muestran la existencia no sólo de diferentes complejos mTORC2 (Frias et al, 
2006), sino también de diferentes localizaciones de los mismos (Yuan et al, 
2015). Así mismo, algunos de estos complejos se han relacionado con funcio-
nalidades diferentes relacionadas con la activación de Akt en diferentes domi-
nios celulares ante diferentes estímulos (Frias et al, 2006). En el futuro será 
muy interesante estudiar cómo la localización subcelular y composición de ca-
da uno de estos complejos regulan la activación de Akt para desencadenar di-
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ferentes respuestas fisiológicas y cuáles son las relaciones entre su localiza-
ción y su función en cada orgánulo.  
 
La función de Akt en mESC es controvertida, habiendo algunos artículos 
que la han relacionado con el mantenimiento de la pluripotencia (Niwa et al, 
2009; Watanabe et al, 2006), y otros que han sugerido un papel más importan-
te en diferenciación (Naito et al, 2005). Estos datos pueden estar asociados a 
la regulación de Akt por diferentes complejos. Unos resultados similares se han 
descrito también para la función de β-catenina en las mESC donde, depen-
diendo del complejo al que se une, puede tener efectos opuestos (Lindsley et 
al, 2006; Miyabayashi et al, 2007). En esta línea, nosotros no hemos observado 
ninguna contribución al mantenimiento de la pluripotencia por parte de CnAβ1, 
mientras que sí hemos observado una disminución en la capacidad de las 
mESC de diferenciarse a mesodermo cuando hemos inhibido CnAβ1, cuyo 
efecto estaba mediado por la vía de señalización de Akt/GSK3/β-catenina. La 
necesidad de la localización específica en el aparato de Golgi por parte de 
CnAβ1 para activar esta vía de señalización refuerza la idea de que, la activa-
ción de Akt y sus dianas en diferentes dominios subcelulares, puede contribuir 
a su función en mESC tanto en pluripotencia como en diferenciación. 
 
La función de calcineurina durante la diferenciación de las mESC tam-
bién está poco clara. Algunos artículos sugieren que su subunidad reguladora, 
la cual se une a todas las isoformas de CnA, es necesaria para que las mESC 
se diferencien a todos los linajes mediante un mecanismo que requiere la acti-
vación del factor de transcripción NFAT (Li X et al, 2011). En comparación, un 
reciente trabajo sugiere que la actividad de CnB puede ser necesaria única-
mente para la diferenciación a ectodermo, pero dispensable para la formación 
del mesodermo y el endodermo, mediante el control de la señalización de BMP 
por la interacción directa de CnA con Smad1/5 (Cho et al, 2014). Por otro lado, 
los animales Knockout de CnAβ, generados por la eliminación del exón que 
codifica para el bolsillo catalítico del enzima, son viables y no parecen presen-
tar defectos embrionarios (Bueno et al, 2002), lo que sugiere que la actividad 
fosfatasa del enzima no es esencial para la diferenciación de las mESC, o que  
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Figura 37: Las isoformas de CnAβ regulan la diferenciación a mesodermo controlando AKT o 
NFAT. El gen CnAβ produce dos isoformas que regulan la diferenciación a mesodermo por dos vías de 
señalización independientes. La isoforma CnAβ1 se localiza en el aparato de Golgi desde donde regula la 
fosforilación de AKT, que inhibe GSK3β y produce así un aumento en los niveles de β-catenina, favore-
ciendo la diferenciación a mesodermo. Por otro lado, la isoforma CnAβ2 está distribuida de una forma 
más homogénea por el citoplasma celular y controla la activación de NFAT que regula la diferenciación a 
mesodermo en células embrionarias. 
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otras isoformas de CnA son capaces de compensar su deficiencia. Así mismo, 
también se ha descrito que el uso del inhibidor de CnA ciclosporina A (CsA) 
aumenta la diferenciación in vitro a cardiomiocitos (Jansen Of Lorkeers et al, 
2014). No obstante, este efecto podría ser debido a otras actividades de la 
CsA, dado que su mecanismo de acción se basa en la unión a ciclofilina que  
produce la inhibición calcineruina (Fantini et al, 2006). En este contexto, noso-
tros hemos observado que CnAβ1 promueve la diferenciación a mesodermo 
por la activación de la ruta Akt/GSK3β/ β-catenina. La inhibición de CnAβ2 pro-
vocó un defecto similar en la capacidad de las células para diferenciarse a me-
sodermo, aunque en este caso el efecto fue más suave y no se observaron 
cambios en la vía de señalización de AKT/GSK3/β-catenina. Todos estos datos 
sugieren que las diferentes isoformas de CnA podrían tener efectos redundan-
tes durante la diferenciación de las ESC y el desarrollo embrionario, y que po-
drían estar activando diferentes vías de señalización para asegurar que el pro-
ceso de diferenciación queda completado incluso en ausencia de alguna de 
ellas (Fig. 37).  
 
Así mismo, y pese a que el ratón deficiente de CnAβ1 no presenta de-
fectos durante el desarrollo embrionario, la pérdida de diversas proteínas del 
complejo regulador de la actividad de AKT mTORC2, como Rictor, Mlst8 y 
mSIN1, es letal durante la embriogénesis en ratón (Guertin et al, 2006; Jacinto 
et al, 2006; Shiota et al, 2006; Yang et al, 2006), aunque la deficiencia de otras 
proteínas de este complejo como Protor1 o Protor2 no son letales (Pearce et al, 
2011). Así mismo, en pez cebra se ha descrito recientemente que el complejo 
mTORC2 regula el movimiento del mesoendodermo durante la gastrulación, 
mostrando la importancia de éste complejo durante los primeros estadios del 
desarrollo (Dumortier & David, 2015).  Curiosamente, la falta de otra proteína 
activadora de Akt: PDK1, también es letal durante el desarrollo, mostrando los 
embriones un defecto en la formación de los somitos, el prosencéfalo, y los te-
jidos derivados de la cresta neural, pero no el mesencéfalo o el rombencéfalo 
(Lawlor et al, 2002). Por otro lado, el complejo mTORC1, que es activado por 
Akt, es esencial para el desarrollo temprano y los ratones deficientes en Raptor 
mueren a E6.5 (Guertin et al, 2006). Todos estos resultados demuestran la im-
portancia de la vía de señalización de Akt, y muestran la complejidad de su re-
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gulación. Así mismo, la unión de alguno de sus componentes como las proteí-
nas Protor1 y 2 no parece esencial para su función durante el desarrollo, al 
igual que CnAβ1, lo que sugiere una mayor complejidad de esta vía de señali-
zación.  
 
La expresión de CnAβ1 es independiente de U1 y está regulada por 
proteínas de unión al RNA 
 
La producción de CnAβ1 se caracteriza por depender del reconocimiento 
de un sitio de poliadenilación alternativo en la región intrónica que hay entre los 
exones 12 y 13 del gen CnAβ. Pese a los estudios previos demostrando que 
éste tipo de isoformas pueden ser reguladas por el bloqueo de la unión de U1 
(Vorlová et al, 2011), o su abundancia (Berg et al, 2012), también ha sido cons-
tatado que algunas de estas isoformas no responden a cambios moderados en 
la expresión de U1(Berg et al, 2012). Nuestros datos han demostrado que en el 
caso de CnAβ1 la regulación de su sitio de poliadenilación alternativo es com-
pletamente independiente de la unión de U1 al exón 12 o del complejo U2 al 
exón 13.  
 
Estos datos podrían tener su explicación en la larga longitud de la región 
3’UTR de CnAβ1 (aproximadamente 1 Kb), así como en la evolución de esta 
región. Como puede apreciarse claramente en el esquema de la base de datos 
ECRbrowser, las regiones de mayor homología de secuencia corresponden a 
la región codificante de CnAβ1 y a la región que flanquea el sitio de poliadeni-
lación. Esto, junto a los datos de regulación por U1 obtenidos, sugiere que am-
bos módulos son completamente independientes el uno del otro y que la pro-
ducción de CnAβ1 se regula por otro mecanismo.  
 
Otros mecanismos que han sido sugeridos para la regulación de estos 
procesos están relacionados con la velocidad de transcripción de la RNA poli-
merasa y con la unión de proteínas específicas. Los datos de expresión en teji-
dos, así como la fuerte conservación evolutiva de la región de poliadenilación 
en diferentes especies nos sugirieron que la unión de proteínas específicas 
podría tener una mayor influencia en este proceso.  
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Nuestros datos demuestran que la producción de CnAβ1 está regulada 
principalmente por su región de poliadenilación alternativa, la cual está influída 
por las proteínas de unión al RNA hnRNPF y Mbnl1 en diferentes tipos celula-
res (Fig. 38). Es importante destacar que, si bien la regulación de CnAβ1 en 
293T no solo favorece su inclusión sino también la bajada en los niveles de 
expresión de CnAβ2, como cabría esperar, este cambio no se observó en las 
células embrionarias, en las que la expresión de CnAβ1 disminuye al inhibir la 
expresión de Mbnl1. Esto podría ser debido a que los niveles de expresión de 
CnAβ1 en mESC son más bajos que los niveles de expresión de CnAβ2, y una 
pequeña bajada de CnAβ1, como la observada, no tendría por qué generar una 
subida de la otra isoforma. Otra opción es que Mbnl1 no regula la expresión de 
CnAβ1, sino su estabilidad en el citoplasma. Sería interesante analizar en el 
futuro cómo regula Mbnl1 la expresión y/o la estabilidad de CnAβ1 en mESC. 
No obstante, nuestros resultados son similares a otros previamente publicados 
donde se ha mostrado que los exones que presentan sitios de unión para 
Mbnl1 en C2C12 se corresponden con exones regulados por AS durante la di-
ferenciación de las mESC (Han et al, 2013; Wang et al, 2012). 
 
La regulación del splicing o poliadenilación de CnAβ1 ha sido una pre-
gunta de gran interés para el laboratorio teniendo en cuenta que su función en 
el corazón es opuesta a la de otras isoformas. Es importante tener en cuenta 
que la selección del exón alternativo de CnAβ1 no sólo depende de la identifi-
cación del sitio de poliadenilación, sino de todo el exón como un exón terminal. 
Los exones se definen por la presencia de una región de unión de U2 al inicio, 
y U1 al final, excepto en los exones finales donde U1 no puede unirse. Curio-
samente, nuestros resultados usando morpholinos sugieren que en el caso de 
CnAβ1 la unión de U1 no influye en el splicing o poliadenilación alternativos, 
sino que lo importante es la unión de otros factores de splicing que promueven 
o inhiben su producción. Durante los últimos años han aparecido algunos estu-
dios que han demostrado la existencia de proteínas de unión al complejo de 
poliadenilación, que son capaces de regular la producción de algunas isofor-
mas alternativas de manera específica. Sería muy interesante analizar en el  
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Figura 38: La producción de CnAβ1 está regulada por proteínas de unión a RNA. A, En células 293T 
el factor de splicng hnRNPF regula de forma negativa la producción de CnAβ1, pero no en células em-
brionarias. B, En células embrionarias la producción de CnAβ1 está regulada por la unión de Mbnl1 a su 
región codificante. 
 
futuro la influencia que estas proteínas pueden tener en la regulación de la ex-
presión de CnAβ1. 
 
Por otro lado, el hecho de que en diferentes tipos celulares la regulación 
de CnAβ1 sea por proteínas diferentes demuestra la importancia del tipo celular 
usado para los estudios de AS, especialmente si se quieren utilizar como prue-
bas de concepto para futuros ensayos terapéuticos. Por ello, sería muy intere-
sante realizar ensayos similares en cardiomiocitos neonatales y en la línea ce-
lular HL1 de cardiomiocitos para estudiar su regulación en éstas células. 
 
La isoforma de calcineurina CnAβ1 en el corazón tiene un efecto 
opuesto al resto de calcineurinas A 
 
Pese a los resultados obtenidos en células embrionarias, la generación 
de una línea de ratón sin la región C-terminal de CnAβ1 no tiene ningún efecto 
adverso obvio a los 2 meses de edad. Los ratones CnAβΔi12 son fértiles y nacen 
siguiendo un patrón mendeliano, lo que descarta problemas graves de desarro-
llo. Este fenotipo puede deberse a un mecanismo compensatorio a lo largo del 
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desarrollo por parte de otra isoforma de calcineurina, dado que diversas iso-
formas parecen implicadas en el proceso de diferenciación celular controlando 
diferentes vías de señalización, o por parte de otra proteína desconocida para 
nosotros. Por otro lado, es posible que la señalización de Akt en otros orgánu-
los no se vea comprometida y sea suficiente para la viabilidad del desarrollo 
embrionario. 
 
Estos resultados no son del todo inesperados teniendo en cuenta que 
los ratones CnAβ knockout existen desde hace años (Bueno et al, 2002). Es 
importante señalar que en esos ratones la región eliminada de DNA se corres-
ponde con el exón 2, cuya secuencia forma parte del dominio catalítico de la 
enzima y cuya secuencia es múltiplo de 3. Esto significa que, potencialmente, 
los ratones knockout para CnAβ podrían estar expresando CnAβ1 sin dominio 
catalítico pero con el resto de dominios en principio inalterados (asumiendo que 
se mantuviera la estructura de la proteína). La caracterización de la presencia 
de CnAβ1 en estos ratones nunca ha sido llevada a cabo, y sería interesante 
realizarla en un futuro. Así mismo, en el artículo original en el que se describe 
el knockout de CnAβ no queda indicada la presencia de problemas de desarro-
llo ni alteraciones en la proporción de nacimientos, lo que sugiere que estos 
ratones son viables. Curiosamente, los ratones knockout para CnAβ presentan 
resistencia al desarrollo de hipertrofia cardiaca inducida por TAC o por bombas 
de angiotensina (Bueno et al, 2002). Esta resistencia a la hipertrofia cardiaca 
viene determinada por su incapacidad para inducir una respuesta correcta de 
NFAT. Por otro lado, la sobreexpresión de una isoforma constitutivamente acti-
va de calcineurina A en el corazón produce una hipertrofia mal adaptativa favo-
recida por la inducción de la señalización de NFAT (Molkentin et al, 1998).  
 
En el corazón, la exclusión del intrón que codifica para el dominio C-
terminal de CnAβ1 no produce una inducción en los niveles de CnAβ2, segu-
ramente debido a que los niveles de transcripción de CnAβ1 son bajos, espe-
cialmente comparados con los de la isoforma mayoritaria (CnAβ2). Así mismo, 
no se observó una inducción de RCAN1.4 en ratones adultos a dos meses, lo 
que sugiere que la vía de señalización de CnAβ2/NFAT no se encontraba más 
activa  en  estos  ratones.  Estos  datos  fueron   confirmados  por   un   análisis  
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Figura 39: CnAβ1 es necesaria para la correcta función cardiaca. A, La eliminación de CnAβ1 pro-
mueve el desarrollo de hipertrofia cardiaca y dilatación ventricular a los 15 meses. B, La sobreexpresión 
de CnAβ1 en el corazón inhibe la producción de fibrosis y favorece la función cardiaca en un modelo de 
hipertrofia cardiaca. 
 
ecocardiográfico a dos meses de edad en el que no se observaron signos de 
hipertrofia cardiaca. 
 
 Curiosamente, aunque la expresión de CnAβ1 no parece necesaria 
para la función del corazón a dos meses, si lo es durante el envejecimiento. El 
análisis por ecografía del corazón de los ratones deficientes en CnAβ1 mostró 
hipertrofia cardiaca y remodelado del ventrículo izquierdo, incluyendo dilatación 
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ventricular y redondeo del ápex, todo lo cual está asociado a una pérdida de la 
capacidad contráctil (Fig. 39). La falta de inducción de la producción de colá-
geno y lsil oxidasa, pese a la presencia de los marcadores de insuficiencia e 
hipertrofia cardiaca BNP y RCAN1.4, sugiere que en el tiempo analizado (15 
meses de edad) es posible que la enfermedad aun no hubiese avanzado lo su-
ficiente como para desarrollar fibrosis. 
 
El análisis de la presión aórtica medida en la cola de los animales no 
mostró ningún cambio entre los animales control y los animales CnAβ1Δi12-13 a 
2 ni 15 meses de edad. No obstante, quizás existiese un aumento la presión 
intraventricular asociado a un fallo en otro órgano o una estenosis aórtica. Es 
por ello que no puede descartarse que el fenotipo observado en estos ratones 
no esté originado en el corazón, y esté por el contrario asociado a otro órgano. 
Con el fin de confirmar o descartar estas alternativas, actualmente se está ca-
racterizando una línea de ratones en la que se han cruzado los ratones 
CnAβ1Δi12-13 con los αMHC-CnAβ1. No obstante, sería interesante la genera-
ción de un ratón CnAβ1 knockout específico de tejido mediante la introducción 
de dos sitios flox flanqueando la región de poliadenilación alternativa. De esta 
forma, sería posible mantener la expresión de CnAβ1 en unos niveles normales 
en otros tejidos y determinar el órgano origen de la hipertrofia cardiaca. Así 
mismo, estos resultados deben ser validados en un modelo con un fondo gené-
tico puro.  
 
La sobreexpresión de CnAβ1 específicamente en los cardiomiocitos tie-
ne un efecto contrario al observado en la pérdida de función. No obstante, el 
incremento de CnAβ1 no repercute en una menor actividad  en  la  señalización 
de NFAT por una menor disponibilidad de CnB. Nuestros resultados han mos-
trado que esta mejora se debe, entre otras cosas, a una menor fibrosis cardia-
ca. Estos resultados, junto a los resultados obtenidos en los modelos de infarto 
de miocardio (Felkin et al, 2011; López-Olañeta et al, 2014), sugieren que la 
sobreexpresión de CnAβ1 en el corazón podría ser una herramienta útil para el 
tratamiento de las enfermedades cardiacas. En ésta línea, es importante tener 
en cuenta que los modelos actuales sólo nos permiten conocer qué sucede al 
aumentar  o eliminar la expresión de una de las dos isoformas de CnAβ, CnAβ1  
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Figura 40. Las isoformas de CnAβ CnAβ1 y CnAβ2 ejercen funciones opuestas en el corazón adul-
to. La sobreexpresión de CnAβ1 es beneficiosa tras el infarto de miocardio o la inducción de hipertrofia 
por sobrecarga de presión, promoviendo una menor fibrosis, una mayor vascularización y una mejor fun-
ción cardiaca.  En el corazón infartado, la sobreexpresión de CnAβ1 regula la señalización de Akt y tiene 
un efecto beneficioso sobre la función y el remodelado del corazón (Felkin et al, 2011; López-Olañeta et 
al, 2014). Curiosamente,  la eliminación genética del dominio catalítico de CnAβ tiene un efecto antihipertró-
fico por su incapacidad de activar NFAT (Bueno et al, 2002), mientras que la sobreexpresión de una isoforma 
constitutivamente activa promueve la hipertrofia cardiaca (Molkentin et al, 1998). Todos estos datos sugie-
ren funciones opuestas para ambas isoformas en el corazón.  
 
o CnAβ2, pero no su intercambio. La identificación de un regulador del cambio 
de una isoforma por otra en CnAβ podría tener grandes implicaciones a nivel 
translacional, teniendo en cuenta que ambas poseen propiedades opuestas 
(Fig. 40). Por un lado, la sobreexpresión de CnAβ1 favorece una mejor res-
puesta del corazón en los modelos de infarto e hipertrofia al inhibir la fibrosis y 
promover una mejor contracción, mientras que la sobreexpresión de CnAβ2 
genera una hipertrofia maladaptativa con alta presencia de fibrosis, impidiendo 
la correcta contracción del corazón (Fig. 40). 
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En resumen, nuestros resultados han demostrado que la producción de 
CnAβ1 está regulada de forma específica por diferentes proteínas de unión al 
RNA y cómo la región C-terminal generada posee un dominio de localización 
en el aparato de Golgi. La expresión de CnAβ1 en células embrionarias es ne-
cesaria para la diferenciación a mesodermo mediante la activación de la vía de 
AKT/GSK3β/β-catenina. Los ratones deficientes de CnAβ1 son viables, pero 
desarrollan hipertrofia cardiaca con la edad. Opuestamente, la sobreexpresión 
de CnAβ1 en el corazón adulto favorece su recuperación tras el infarto de mio-
cardio, o la constricción de la aorta al disminuir la fibrosis cardiaca y promover 
una mejor contracción del corazón. 
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CONCLUSIONES 
 
1. CnAβ1 regula la diferenciación a mesodermo de células embrionarias de 
ratón mediante la activación de la ruta de señalización de Akt/GSK3β/β-
catenina. 
 
2. CnAβ1 posee dos α-hélices en su región C-terminal, de las cuales la se-
gunda interacciona con la proteína Cog8 y localiza CnAβ1 en el aparato 
de Golgi. 
 
3. La localización de CnAβ1 en el apararato de Golgi es necesaria, al me-
nos en parte, para la activación de Akt por CnAβ1. 
 
4. La expresión de CnAβ1 es independiente de la unión de U1 en la región 
5’ del exón y está regulada por la unión de los factores de splicing 
hnRNPF y Mbnl1 a su región codificante y su región 3’ no codificante en 
células 293T y células embrionarias respectivamente. 
 
5. La falta de CnAβ1 no es esencial para el desarrollo embrionario y post-
natal de los ratones, pero promueve la aparición de hipertrofia cardiaca 
con la edad. 
 
6. La sobreexpresión de CnAβ1 en el corazón adulto reduce la hipertrofia 
ventricular en un contexto de sobrecarga de presión, disminuye la fibro-
sis y mejora la función cardiaca. 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO: TABLAS 
Tabla Suplementaria 1. Expresión de genes en mESCs 48 horas después 
de la transfección de los siRNA   de CnAβ1 en condiciones pluripotentes. 
Se aisló el RNA de las células embrionarias que habían sido transfectadas con 
los RNA de interferencia y se analizó la expresión de sus genes por microarray. 
Los valores de la tabla muestran una inducción linear en comparación con los 
valores del siRNA control. El signo negativo indica inhibición. Los genes mos-
trados son aquellos con un cambio >1.4. 
 
Affymetrix 
ID 
Inducción 
CnAβ1 (1) vs Con-
trol 
Inducción 
CnAβ1 (2) vs  
Control 
Nombre del 
gen 
10408593 1.51 1.45 Serpinb6c 
10423570 1.82 1.47 
 
10450930 1.40 1.43 Crisp1 
10557853 1.42 1.51 B230325K18Rik 
10584315 1.49 1.44 
 
10604154 -1.48 -1.49 Rhox9 
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Tabla suplementaria 2. Expresión diferencial de genes en cuerpos em-
brionarios tras la inhibición de CnAβ1. Las mESC se transfectaron con un 
RNA de interferencia control y dos contra CnAβ1. La expresión de los genes se 
analizó a las 48 horas por microarray. Los valores muestran una inducción li-
neal al compararlos con el control. El signo negativo indica inhibición. Los ge-
nes con un valor de diferencia mayor a 2.0 se muestran en la tabla. 
 
Affymetrix ID 
Inducción 
CnAβ1 (1) vs 
Control  
Inducción 
CnAβ1 (2) vs 
Control 
Nombre del 
gen 
A_52_P382149 -1.10 -2.45 Cyp26a1 
A_55_P2040951 -3.01 -3.06 Actc1 
A_51_P371051 -1.09 -2.30 Glipr1 
A_55_P2399878 -1.47 -2.17 4930402F11Rik 
A_51_P404193 -1.35 -2.54 Sp5 
A_51_P124254 -1.51 -2.31 Col4a1 
A_55_P1957198 -1.08 -2.17 Apob 
A_55_P2134236 -1.26 -2.90 Foxa2 
A_55_P2029161 -1.40 -2.01 T 
A_55_P2032272 -1.35 -2.42 Habp2 
A_51_P476018 -1.22 -2.24 Sox7 
A_51_P343350 -1.13 -2.01 Amn 
A_51_P411917 -1.31 -2.32 Gata6 
A_52_P447284 -1.00 -2.13 Clic6 
A_55_P2152547 -2.95 -2.64 Myl3 
A_52_P473966 -1.28 -2.02 Kdelr3 
A_55_P2102449 -1.22 -2.31 Nxf7 
A_55_P2108109 -1.67 -2.70 Fgf8 
A_52_P51078 -1.01 -3.07 Ctsh 
A_55_P2111163 -1.45 -3.92 S100g 
A_55_P2013236 -1.40 -3.92 S100g 
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A_55_P2157023 -1.34 -2.05 Sox17 
A_55_P1983448 -2.23 -1.33 S100a4 
A_52_P300451 -1.41 -2.10 Tcf23 
A_55_P2047639 -1.34 -2.37 Cubn 
A_55_P2184434 -1.39 -2.09 Eomes 
A_51_P491350 -1.61 -2.37 Col4a2 
A_55_P2046877 -1.10 -2.02 Foxq1 
A_55_P2318584 -1.19 -2.62 Aqp8 
A_55_P2026405 -1.25 -2.05 Foxb1 
A_55_P1979833 -1.25 -2.05 Cited1 
A_51_P370717 -1.30 -2.31 Gsc 
A_55_P2101508 -1.76 -2.56 Fgf8 
A_55_P2071349 -1.49 -2.09 Trh 
A_55_P2047638 -1.32 -2.31 Cubn 
A_66_P114804 2.17 1.42 Gm7325 
A_55_P2123502 2.38 1.33 Jam2 
A_55_P1977943 1.69 2.26 Insm1 
A_55_P2010066 2.18 1.57 Capn3 
A_55_P2111563 2.04 1.72 
 
A_52_P367760 2.07 1.84 Calml4 
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Tabla Suplementaria 3. Análisis de la ontología genética (Gene Ontology – 
GO) en los cuerpos embrionarios tras la inhibición de CnAβ1. Análisis de 
la ontología genética de los genes inhibidos a las 48 horas del tratamiento con 
los RNA de interferencia de CnAβ1. Tan solo se muestran las listas con un 
p≤0.05. 
 
Gene Ontology Nº Genes P-valor 
chordate embryonic development  7 9.20E-05 
embryonic development ending in birth or egg hatch-
ing  
7 9.70E-05 
muscle organ development  4 4.00E-03 
regulation of transcription  11 4.20E-03 
blood vessel morphogenesis 4 5.50E-03 
dorsal/ventral pattern formation 3 6.10E-03 
regionalization  4 6.90E-03 
tissue morphogenesis  4 9.20E-03 
embryonic organ development  4 9.50E-03 
blood vessel development  4 9.80E-03 
vasculature development  4 1.00E-02 
in utero embryonic development  4 1.30E-02 
lipoprotein transport  2 1.30E-02 
pattern specification process 4 1.50E-02 
lung development 3 1.80E-02 
respiratory tube development 3 1.80E-02 
respiratory system development 3 2.20E-02 
embryonic morphogenesis 4 2.70E-02 
dorsal/ventral neural tube patterning  2 2.90E-02 
transcription  8 3.60E-02 
forebrain development  3 3.70E-02 
positive regulation of cell differentiation 3 4.10E-02 
neural tube patterning  2 4.30E-02 
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regulation of transcription, DNA-dependent 7 4.60E-02 
negative regulation of Wnt receptor signalling path-
way 
2 4.70E-02 
regulation of RNA metabolic process 7 4.90E-02 
cardiac muscle cell differentiation 2 5.00E-02 
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Tabla Suplementaria 4. Análisis de doble hibrido. Se muestran los clones 
con potencial interacción con CnAβ1. 
 
Gen Código Proteína Nombre 
Npm1 NM_012992  Rattus norvegicus nucleophosmin 1 (Npm1), mRNA 
Ldhb NM_012595  
Rattus norvegicus lactate dehydrogenase B (Ldhb), 
mRNA 
Flna XM_238167  PREDICTED: Rattus norvegicus filamin, alpha 
Sep15 NM_133297  Rattus norvegicus selenoprotein (Sep15), mRNA 
Sep15 NM_133297  Rattus norvegicus selenoprotein (Sep15), mRNA 
MT-Cyb AB033713  
Rattus norvegicus mitochondrial gene for cytochrome b, 
partial cds 
Pgk1 BC063161  Rattus norvegicus phosphoglycerate kinase 1, mRNA 
Tax1bp1 NM_001004199  
Rattus norvegicus Tax1 (human T-cell leukemia virus 
type I) binding protein 1 (Tax1bp1), mRNA 
Sorbs1 XM_001154712  
PREDICTED: Pan troglodytes sorbin and SH3 domain 
containing 1, transcript variant 10 (SORBS1), mRNA 
Sorbs1 XM_001154933  
PREDICTED: Pan troglodytes sorbin and SH3 domain 
containing 1, transcript variant 14 (SORBS1), mRNA 
Sorbs1 XM_001155148  
PREDICTED: Pan troglodytes sorbin and SH3 domain 
containing 1, transcript variant 18 (SORBS1), mRNA 
Cap  AJ489942 
Homo sapiens mRNA for c-Cbl associated protein (CAP 
gene). 
Nedd4 NM_012986  
Rattus norvegicus neural precursor cell expressed, de-
velopmentally down-regulated gene 4 (Nedd4), mRNA 
Mdh1 NM_033235  
Rattus norvegicus malate dehydrogenase 1, NAD (solu-
ble) (Mdh1), mRNA 
Cbx3 NM_001008313  
Rattus norvegicus chromobox homolog 3 (HP1 gamma 
homolog, Drosophila) (Cbx3), mRNA 
Tpd52 XR_031313  
Mus musculus similar to Tpd52 protein 
(LOC100045143), misc RNA 
Tfg NM_001012144  Rattus norvegicus Trk-fused gene (Tfg), mRNA 
Cog8 NM_001106182  
Rattus norvegicus component of oligomeric golgi com-
plex 8 (predicted) (Cog8_predicted), mRNA 
Gapdh NM_017008  
Rattus norvegicus glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase (Gapdh), mRNA 
Ptgis NM_031557  
Rattus norvegicus prostaglandin I2 (prostacyclin) syn-
thase (Ptgis), mRNA. 
Smpd1 NM_001006997  Rattus norvegicus sphingomyelin phosphodiesterase 1, 
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acid lysosomal (Smpd1), mRNA 
Tnfrsf1a BC086413  
Rattus norvegicus tumor necrosis factor receptor super-
family, member 1a, mRNA (cDNA clone MGC:105478 
IMAGE:7110094), complete cds 
Col1a1 NM_053304  
Rattus norvegicus procollagen, type 1, alpha 1 (Col1a1), 
mRNA 
App XM_001075993  
PREDICTED: Rattus norvegicus similar to Amyloid beta 
(A4) precursor-like protein 1 (predicted), transcript vari-
ant 1(RGD1561211_predicted), mRNA. 
Dhdds NM_001011978  
Rattus norvegicus dehydrodolichyl diphosphate synthase 
(Dhdds), mRNA 
Gpnmb NM_133298  
Rattus norvegicus glycoprotein (transmembrane) nmb 
(Gpnmb), mRNA 
Anxa5 AF051895 Rattus norvegicus lipocortin V mRNA, partial cds 
Anxa5 NM_013132  Rattus norvegicus annexin A5 (Anxa5), mRNA 
Emilin1 NM_001106710  
Rattus norvegicus elastin microfibril interfacer 1 (predict-
ed) (Emilin1_predicted), mRNA 
Rpsa NM_017138  Rattus norvegicus ribosomal protein SA (Rpsa), mRNA 
Rasd1 XM_340809  
PREDICTED: Rattus norvegicus RAS, dexamethasone-
induced 1 (Rasd1), mRNA 
Rtn3 NM_001009953  
Rattus norvegicus reticulon 3 (Rtn3), transcript variant 2, 
mRNA 
Mdh2 NM_031151  
Rattus norvegicus malate dehydrogenase 2, NAD (mito-
chondrial) (Mdh2), mRNA 
Myl6 BC126064  
Rattus norvegicus myosin, light polypeptide 2, regulato-
ry, cardiac, slow, mRNA (cDNA clone MGC:156486 IM-
AGE:7190683), complete cds 
Rpl3 NM_198753  Rattus norvegicus ribosomal protein L3 (Rpl3), mRNA 
Ppp3r1/CnB NM_017309  
Rattus norvegicus protein phosphatase 3, regulatory 
subunit B, alpha isoform (calcineurin B, type I) (Ppp3r1), 
mRNA 
Galnt2 NM_139272  
Mus musculus UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 2 (Galnt2), mRNA 
Arhgef6 NM_152801  
Mus musculus Rac/Cdc42 guanine nucleotide exchange 
factor (GEF) 6 (Arhgef6), mRNA 
Gpx7 NM_001106673  
Rattus norvegicus glutathione peroxidase 7 (predicted) 
(Gpx7_predicted), mRNA 
Suclg2 XM_001074572  
PREDICTED: Rattus norvegicus succinate-Coenzyme A 
ligase, GDP-forming, beta subunit, transcript variant 4 
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(Suclg2), mRNA 
Sdc4 M81786  Rattus norvegicus ryudocan mRNA, complete cds 
Sdc4 NM_012649  Rattus norvegicus syndecan 4 (Sdc4), mRNA 
Aco2 NM_024398  
Rattus norvegicus aconitase 2, mitochondrial (Aco2), 
mRNA 
Cd59 NM_012925  Rattus norvegicus CD59 antigen (Cd59), mRNA 
Mrpl45 NM_001105834  
Rattus norvegicus mitochondrial ribosomal protein L45 
(predicted) (Mrpl45_predicted), mRNA 
Rbms2 NM_031643  
Rattus norvegicus mitogen activated protein kinase ki-
nase 1 (Map2k1), mRNA 
Rbms2 NM_001025403  
Rattus norvegicus RNA binding motif, single stranded 
interacting protein 2 (Rbms2), mRNA 
Htt U18650  
Rattus norvegicus Huntington gene product mRNA, 
complete cds 
Tubb NM_001109119  
Rattus norvegicus similar to tubulin, beta 2 
(LOC498736), mRNA 
Mgat4b BC031613  
Mus musculus mannoside acetylglucosaminyltransferase 
4, isoenzyme B, mRNA (cDNA clone MGC:36850 IM-
AGE:4216720), complete cds 
Col5a1  NM_134452  
Rattus norvegicus procollagen, type V, alpha 1 (Col5a1), 
mRNA 
Bnip3 NM_053420  
Rattus norvegicus BCL2/adenovirus E1B 19 kDa-
interacting protein 3 (Bnip3), mRNA 
Hspa8 NM_024351  Rattus norvegicus heat shock protein 8 (Hspa8), mRNA 
Uqcrc1 NM_001004250  
Rattus norvegicus ubiquinol-cytochrome c reductase 
core protein 1 (Uqcrc1), mRNA 
Decr1 NM_057197  
Rattus norvegicus 2,4-dienoyl CoA reductase 1, mito-
chondrial  (Decr1), mRNA 
Whsc2 NM_001008339  
Rattus norvegicus Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 
2 (human)  (Whsc2), mRNA 
Whsc2 BC061534  
Rattus norvegicus clusterin, mRNA (cDNA clone 
MGC:72717  IMAGE:6886725), complete cds 
Trpm2 M64723  Rat TRPM-2 mRNA, complete cds 
Sgp2 X13231  Rat mRNA for sulfated glycoprotein 2 
Cd81 NM_013087  Rattus norvegicus CD 81 antigen (Cd81), mRNA 
Rab7 NM_023950  
Rattus norvegicus RAB7, member RAS oncogene family 
(Rab7), mRNA 
Tcf4 NM_053369  Rattus norvegicus transcription factor 4 (Tcf4), mRNA 
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Tabla Suplementaria 5. Datos ecocardiográficos de los ratones Control y CnAβΔi12 a 2, 8 y 15 meses. Los ratones se analiza-
ron a distintos tiempos por ecografía y se muestran los parámetros más relevantes del estudio. Los datos representan la media 
±SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Control vs CnAβΔi12; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 comparados con los ratones a 2 meses. 
ANOVA de dos vías. 
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Tabla Suplementaria 6. Datos ecocardiográficos de los ratones Control y αMHC-CnAβ1 tras la ligadura de la aorta. Se indu-
jo un incremento de presión ventricular por la ligadura de la aorta en ratones control (WT) y ratones transgénicos αMHC-CnAβ1, y 
se analizaron por ecografía 21 días después de la operación. Los datos están comparados con una situación control donde se 
abrió y cerro al animal, pero no se realizó ningún otro procedimiento (Sham).  Se muestran los parámetros más relevantes del es-
tudio. Los datos representan la media ±SEM. *p<0.05 TAC vs Sham; †p<0.05 transgenico vs WT; ANOVA de dos vías. LV Mass 
corr, masa corregida; LVPWd, pared posterior del ventrículo en diástole; IVSd, septo interventricular en diástole; LVESV, volumen 
ventrículo izquierdo en sístole; LVEDV,  volumen ventrículo izquierdo en diástole; EF, fracción de eyección. 
Sham TAC 
Echocardiography WT 
 
MHC-
CnA1 
WT 
 
MHC-
CnA1 
LV Mass corr. (mg) 
 
87.9 ±4.9 
 
93.1 ±4.0 
 
163.7 ±11.4* 
 
124.6 ±4.9*† 
LVPWd (mm) 
 
0.79 ±0.03 
 
0.78 ±0.03 
 
1.17 ±0.04* 
 
0.98 ±0.04*† 
IVSd (mm) 0.82 ±0.03 0.83 ±0.03 1.09 ±0.03* 0.96 ±0.03*† 
LVESV (l) 32.93 ±3.57 30.12 ±1.59 51.81 ±5.84* 35.92 ±2.80† 
LVEDV (l) 67.13 ±4.05 62.95 ±2.63 83.62 ±5.65* 69.66 ±3.51† 
% EF  52.36 ±2.78  52.28 ±1.45  39.70 ±3.61*  48.71 ±2.71† 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO: PUBLICACIONES 
La versión completa de los artículos se encuentra en el CD adjuntado con ésta 
Tesis Doctoral. 
 
Actualmente se encuentra en preparación el siguiente manuscrito: 
Gómez-Salinero JM, López-Olañeta MM, Ortiz-Sánchez P, Larrasa-Alonso JJ, Gatto A, Gar-
cía-Pavía P, Sundararaman B, Giovinazo G, Yeo GW, Lara-Pezzi E. "The calcineurin varian 
CnAβ1 regulates mesoderm specification in embryonic stem cells through β-catenin.” Sub-
mitted (2015). 
 
Durante esta Tesis Doctoral se ha contribuido a las siguientes               
publicaciones: 
Buyandelger B, Mansfield C, Kostin S, Choi O, Roberts AM, Ware JS, Mazzarotto F, Pesce F, 
Buchan R, Isaacson RL, Vouffo J, Gunkel S, Knöll G, McSweeney SJ, Wei H, Perrot A, Pfeiffer 
C, Toliat MR, Ilieva K, Krysztofinska E, López-Olañeta MM, Gómez-Salinero JM, Schmidt A, 
Ng KE, Teucher N, Chen J, Teichmann M, Eilers M, Haverkamp W, Regitz-Zagrosek V, Has-
enfuss G, Braun T, Pennell DJ, Gould I, Barton PJ, Lara-Pezzi E, Schafer S, Hübner N, Felkin 
LE, O'Regan DP, Petretto E, Brand T, Milting H, Nürnberg P, Schneider MD, Prasad S, Knöll 
R. "ZBTB17 (MIZ1) Is Important for the Cardiac Stress Response and a Novel Candidate 
Gene for Cardiomyopathy and Heart Failure.” Circ Cardiovasc Genet. 2015 Jul 14. pii: 
CIRCGENETICS.113.000690. [Epub ahead of print] 
López-Olañeta MM, Villalba M., Gómez-Salinero JM, Jiménez-Borreguero LJ, Breckenridge 
R, Ortiz Sánchez P, García-Pavía P., Ibáñez B, Lara-Pezzi E. "Induction of the calcineurin 
variant CnAβ1 after myocardial infarction reduces post-infarction ventricular remodeling by 
promoting infarct vascularization.” Cardiovacular Research. 2014; 102(3):396-406. 
Lara-Pezzi E, Gómez-Salinero J, Gatto A, García-Pavía P. J. "The alternative heart: Impact 
of alternative splicing in heart disease.” Cardiovasc Tranl Res. 2013; 6(6):945-55. (Review) 
Panse KD, Felkin LE, López-Olañeta MM, Gómez-Salinero J, Villalba M, Muñoz L, Nakamura 
K, Shimano M, Walsh K, Barton PJ, Rosenthal N, Lara-Pezzi E. “Follistatin-like3 mediates 
paracrine fibroblast activation by cardiomyocytes.” J Cardiovasc Transl Res. 2012; 5(6):814-
26. 
Felkin LE, Narita T, Germack R, Shintani Y, Takahashi K, Sarathchandra P, López-Olañeta 
MM, Gómez-Salinero JM, Suzuki K, Barton PJ, Rosenthal N, Lara-Pezzi E. “Calcineurin splic-
ing variant calcineurin Aβ1 improves cardiac function after myocardial infarction without in-
ducing hypertrophy.” Circulation. 2011; 123(24):2838-47. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El splicing alternativo desempeña un papel muy importante durante la         
diferenciación de las células progenitoras embrionarias (ESC). Nuestros         
resultados  muestran como Mbnl1 regula el splicing del mRNA de calcineurina A 
beta (CnAβ) en ESC de ratón, resultando en la expresión de la variante atípica  
CnAβ1 que posee un dominio C-terminal único. La inhibición de CnAβ1 provoca la 
inactivación de la señalización de Akt/GSK3β/β-catenina, lo que su vez se traduce 
en un defecto en la especificación a mesodermo. Hemos identificado un dominio 
específico en la segunda α-hélice de la región C-terminal que regula la activación 
de la vía de Akt/GSK3β/β-catenina. Tras realizar un ensayo de doble híbrido en  
levadura, encontramos que CnAβ1 interacciona con Cog8 en el aparato de Golgi. 
La inhibición de Cog8 deslocaliza CnAβ1 e interfiere con la diferenciación a    
mesodermo de las ESC. En resumen, hemos determinado las bases estructurales 
para el mecanismo de acción de CnAβ1 y su función en la diferenciación de las 
ESC al linaje de mesodermo. Con el fin de caracterizar mejor la función de CnAβ1 
in vivo, eliminamos la región C-terminal única de CnAβ1 por la eliminación del 
intrón 12-13, que lamamos CnAβΔi12. Los ratones provenientes de esta       
construcción nacen de manera normal y no presentan ningún defecto a 2 meses de 
edad, pero con el tiempo desarolan una hipertrofia cardiaca a los 15 meses.    
Curiosamente, la sobreexpresión de CnAβ1 en los cardiomiocitos, bajo el promotor 
de α-MHC, es capaz de disminuir los efectos de la hipertrofia cardiaca en un 
modelo de sobrecarga por presión. Estos resultados son opuestos a los descritos 
anteriormente para otras isoformas de calcineurina y sugieren su potencial uso
para terapias.
